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J lI\'m~ l t)UMJiS ET ANT ICOb'l)~'>MüNOCLO.NAUX

Fabriclues il Y a une quinzaine d'annees par KOl1LER et )ljLBTEIN <19?b). les

anticorps monoclollilU.1( et la teclil1ique Je leur production ont; l'alu

auteurs le prix Nobel en 1984.

leurs

lnje,~tee clan.s l'organisme, un",' E:ubstance etrangère.. l'anti8êne, Fa stimuler Jo.

cytoclilfèrenciation et la multiplication cellulaire de cellule.'::: spec:ialisees de

l'organisme, les .lymplJOcytes B. C1Jaque site de re,:;-onnai,ssance cie l'anUgène,

appele ép.it.ope, l'a st1muler un lymphocyte B qui donnera naissance a une cc)lonie

(clone.! de cellules lilles, tout.es identiques et produisant cles anticorps diri8es

contre cet epitope, L'antigène etant porteur de multiples epitopes, la rèpon::::e de

l'orsanisme j cette iIJtrusion~7era pCJlyclonalc, des Inilliers de l.YIllpbocyte.s B

ayant ète produits,

L'astuce cie KDHLER et NILBTHIN a ete d'immortaliser les cellules sécretrices

afin de pou\?oir plus aisèLqent detecter et isoler un clone cellulaire

correspondant E;peciliquement à un epitope.

La lusion cellulaire entre un lYJl1phocyte B de myelome possedant la capacite de

se reproduire indéiiniment, et un lymplJOcyte B spé<::.iiique d'un antigène, produit

une cellule hybride, l'hybr idollle, secretant un type unique d'anticorps,

l'anticorps Inonoclona1, A cause de la ciiversité des 1ymphocytes B produits par

13 rate de l'animal immunise, on se trouve devant une population d'hybridomes

secretant chacun un anticorps particu1.ier, fIlais donnant globaleJllent une réponse

pol'lc1onale,
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Joutes les lignees cellulaires, reparties dans les puits de culture, sont alors

testees afin de ne retenir que celles secretant l'anticorps recherché. Celles-ci

vont pouvoir étre produites indeiiniInent.

1 .2. - In térêt et utilisa tian

La methode de preparation des anticorps monoclonaux est aujourd 'hui appliquee

pour la production d'immunorèàctifs tant à l'éc:helle du laboratoire de recherche

fondamentale qu'a celle de l'industrie. Le champ d'application des anticorps

monoclonaux ne cesse de s'i1,'vandir. Leur qualité primordiale est leur specificite

jamais égalee par les reactifs classiques ni par les anticorps polyclonaux.

SjJecifiques, ils sont e.galement de qualité constante, reproductibles indéfiniment

et permettant donc: une standardisation des resultats, Leurs performances sont

puissantes. Leur specificité extrême permet la purification de nombreuses

molécules puisqu'il existe une relation etroite entre l'epitope contre lequel est

dirigé 1 'A CH et 1 'A CH,

Le si te de .liaison SpéCifique d'un an ticorps est estimé a J amino-acides, ce qui

correspond au niveau du gène, a 9 nuc:1êotides. Un anticorps monoclonal peut

reperer la var.izition d'un amino-acide au niveau d'une proteine ce qui lu i '::'jniere

egalement une superiorite sur les sondes a ADN, qui, elles, ont une longueur

variant de 10 a 500 nucléotides <ShoemeJœr H. et al., 1985). Néanmoins, les

an tic-orps monoclonaux reconnaissan t (les structures secondaires et tertiaires.

peuvent perdre leur capac'He d se 11er par un c.'hanp;ement IllelïiE: lïilnime dans ces

"'. tructures. Les sondes a ADN reconIL':i =·,=.'?TJ t une structure lineaire qui peut

':lJrrespondre alors à di\rerses ::lr;,:,:u;re·5 ,Jans la proteine codée.

De veritables banques de donnêes regroupent les informations sur les anticorps

monot:.lonaux actuellemen t produits. Utilises pour le diagnostic et le

c'ytodiagnostic, la therapie de c'ertains cancers, l'imagerie nucléaire, la

recherc1Je iondc.lJ11entale, les anticorps monoclon~'Hlx sont des outils cie choix. Les

paragraphes suivants tendront Li dresser une liste non exhaustive de leurs

utilisations possibles.
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Les tests de dia8'nostic se developpent tant: en lIIeeJec:ine humaine que veterinaire.

Dans le .=,ecteur 3SIo--alillienta.ITf? cies etudes sont en cours pour le controle de

la Ljuail te de,,,::, ché.une::i cie procluction par des biocapteurs. Ceux-ci sont

const:itues d'elec:trodes couplees a des anticorps monoclonaux, qU.t .• des leur

liaison avec un antigene spé.Yi.1ique cie senn p ,;, declenc'1'Jent un si8:nal electrique.

L'immunofluorescence directe permet. de distinguer les auto--anticorps diriges

cDntre l'epiderme ou la membrane basale (pemphi8us etpemplJigolâe bulJ.euse),les

depôts cl 'lgA clans les papilles dermiques (dermatite herpetilorme) et les depots

granuleux d '1g(; et de complement dans le lupus ervthémateux disseminè ou ·~utané

(CH11PEL H. et al., 19(6).

Ji.N-GHEE TEH et son equ.iIJe (1988) ont produit des anticorps lTlonoclonaux ciiriges

,::ontre des anti,''j'enes de carc.inome cOiorectal, a partir cfe l'imlliunisation cf'"

-sDuris avec du sèrUlIi dt? mal a cie:=:" De-=.; examens de biopsies de peau.. ci l'aide

cl 'an t icorps monoc1 onaux, peuven t permet tre de caracteriser des maladies de

l'epidenne et du derme,

[es antigf.'nes spécit iq ues de tUineur circulan t dans le SerUlTl peu ven t être

!l(Ji:ectès, tels Cjue,par exemple, le Lewis' sialosyle (FUJIWARA K. et al., 1988)

par un ACM d'isotype 19}[ lnarque 21 la Jî 'galactosidase.

L 'exis tence de ces an ti,gènes associès aux tumeurs pel' met le de veloppemen t cie

methodes lJistochimiques perlllettant: le diap;IJostic de tumeur. Les immLllJo--dosages

utilisant les anticorps llionoc:lonaux aident au dia8nostic ciu cancer. Ils sont

également utiles dans le suivi therapeutique de la lllaladie et de ses rechutes

éventuelles,

L'identiIication de désordres proliféra tifs tels que la macroglobulinèmie de

v/aldenstrOm ei: les lymphomes a éte faite par tests ELISA,

Les anUc:orps

thèrapeut:iq ues.

monoclonaux ont oUFert la Foie a cie nOUFeaux moyens
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L!utilisat.ion cl 'anUcorp:s murins pose nl~anmoins un probll?me par leur

immunoijenicite et leur demi'-Fie brève chez 1 'homme, Elle est cionc rec1uite a deux

ou trois injections seulement ,OSTBENG lb' 1987), Une alternative passerait par

la production ct 'llybriCles homme- (souris···homme J ,

Des rejets de grelJe dus à l'activation dusy.steme immunitaire qui rejette le

non-soi.. en l'c'I. '.une-ne,:' l'organe transplante, peuvent être prevenus par

l'élimination ou la reCiuc·tion de cel1ules T immuno-compétentes a l'aicie

ci 'antic:orps 1nonclclonau.y anti··CD4 et antl--CD8, et une immuno-suppression par cie

la cYC:loE;por1:ne .4 a Fee ou sans lllf:.'thotrexa te peut con tri buer à la reussi te de la

Le:::. antilJJrps lncmoclonaux p,,'uv8nt egalement servir a debarrasser la 1noe11e

osseuse cies cel.1ules mal.ignes, grL'ice aux antigènes spécifiques de surJace, dans

le cas de Lransl-"lan ta tions autologues, L'immunologie des tUlneurs a ouvert de

nOli\leaUX axes cie recherche en lJIllDUlJotherapie,

La cyLotox.icite a meâ iation cellulaire, clependant de la fLyation sur l'anticorps

de'3 cellules tumorales cl 'une part, et cie cellules eiJectrices d'autre part, pennet

d'esperer des anticorps mOlJoc]onau,y diri8e::=; contre des anti8ènes associéS à des

tumeurs, une alternative ,,1 la chimiothérapie traditionnelle,

L'objectiJ de traitement des tumeurs par cette nouvelle voie ne peut être atteint

avec un seul anticorps monoclonal, L'hetérogenelté de composition des 7;umeurs et:

] 'e;<flstence de variétés de tUlneurs, impo.-'5ent de disposer d'un panne] d'anticorps

reconnaissant des évitopes diLferents, Anticorps a but diagnostic: ou à but

thérapeutique s 'interpénetren t donc (Ir'ALKHR L.C. et al., 1987), Une technique

élégante permettant de fabriquer des sortes d'armes ciblées a visee

thérapeutique voit le jour.

Les anticorps lnonoc]onau.y, spécifiques d'antigenes tumoraux, sont couples à une

tmLine, telle l'o:-amanitine ou la ricine et detruisent specifiquement les cellules

cibles Na1fJeureusement:, des probl'?lIleS existent encore, ces composes etant

souvent instables, ou produisant des réactions c:roisées, en particulier avec des

cellules hématopoietiques.
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l'administration d'an ticorps an ti- il]iotypE'S, qui

actiFe elU'système immunitaire du patient ci la

etestrucCJun eles llletastasE'::; et c!e:=; tissus tumoraux,

Df'S anticorps prepô,res (;ontre des antigenes spe,~;i1iques cie tumeurs auront un

site wnigelllque, l'idiotype, cOillpli.:nllentaire à l'antigène qui a stimule leur

la brication. lnjec'tés à leur tour ~ un animal en. presence d 'adjuvan t immuni taire,

ils induisent la Iabrication d'anticorps anti- idiotypes (voir fig, n" 1), Ceux-ci

sont une sorte d'image de l'antigene de depart, ils se lient aux cellules

tumorales et stimulent iIL_'llx.Q la production d'anticorps dirigés contre la

tumeur <CalfRl'HNAY'-LUCK N.S. et al., 19881, l'our e\Titer les réactions croisees

c!Lies ,j des anti8ènes etrangers, la production peut se taire par immortalisation

parle virus cl'Epstein Barr, cie 1ymplwcytes B de lnalacies presentant dé)a une

reponse i.tnti·· idiotype.

Ce type cie \Taccination anti- idiotype peut egalement s'appliquer a des an tigénes

viraLor: <hepat.ite B, po1.y-oFirus! F'arasitaires (trypanosomiase alricaine) (DODET

B., 19841. Il peut egalement servir de thérapeutique locale contre le virus

ffIV--l, Celui-ci s'adsorbe specitiquelll8nt s'ur l'anti8'ène CD4 des cellules f, et

les in1ecte alors. Des anticorps anti- idiotypes preparés cor., Cre des anticor,U5

anti"'CD4 E;e sont. montres capables de neutraliser le virus ifL.._y.itrQ__ <)[ASU110Y, ,

1988) ,

Par leur spéciticité très Jine, les anticorps monoclonaux sont un outil de choL";

cians la recherche fondamentale et appliquee. Ils permettent en effet d'identifier

des variants antigéniques de mo1ecules, de detecter des marqueurs cellulair(3s,

avec les implications possibles dans le typage des tumeurs, ci 'étudier cles

récepteurs protéiques. L'identifie'ation de marqueurs phyénotypiques, particulier:=;

à certaines cellules, penllet la c1assitication des lymphocytes et des

phagocytes,

Ils sont également performants pour l'immunopurification de molécules divel"ses,

En bloquant des recepteurs cellulaires, ils permettent d'étudier des mécanismes

biologiques variés. L'étude des constantes d'aflinitè permettrait une évaluation

cIe la relation struci:ure'-al1inité et des modilications coniormationnelles

qu'implique une ii.x;ation de l'anti8ènE.' sur l'anticorps <sellaIS A. et 0.1., 1988).
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Ab1

Ab3
(.Ab1)

FiG. 1

Ab2

Anticorps anti-idiotype

L'immunisation contre un anticorps antitumora1 <AbV entraîne la

formation d'anticorps dont certains <Ab2) reconnaissent l'idiotype

de l'Abl .. Une partie de ces anticorps anti-idiotypique - sorte d'ima

ge interne - entraine la production, chez un second animal, d'anticorps

<Ab3) qui DDt la mëme spëciticité que l'Abl (Abl ').
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La .,,;cn''::'.iL'ilit':.' c1,c.'b react.ions :,ulti/5'~'ne'anticorps est telle qu'elle permet une

appllcaticm clans le.'è) iIfllnUn()--ciosd8e::=. cie lal)oratoire, NeanLDOifl5.. 1e::3 ACN ont des

1imi tes Imr'osees par '.1e,,:, prot)l,~"mcE:; de s[.lecificit:e dus ii l'epitope reconnu : les

èpit:opes existent sous trelS tormes, lineaire, conlormationnelle ou cryptique

(,jeterminant ncoant.JgenlqueJ, Ce c1ernier type cl 'epitope cac'he ne presente qu'un

moincire .interët,. puisque l'ACN ne pourra l'atteindre,
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CC'illpte tenu cie l'utiiisaticm potentielle etes anticorps antl-immunoglobuline:3

D(J]fllUnes, on nous a Cllal)!e d'obr.,:,niT, par l,j technique de fusion cellulaire, ces

reactlls spE'cillques et de qualite constante. La demande e:=;t, t~ notre

connaIssance, très importante. Des anticorps monoclonaux murins anti-- isotype

cl 'immunoglobulines humaines sont donc produits et purifies au cours de c:e

lTava1l. Ils pourront ètre iournis à des laboratoires de reclJerche ou d'analY'ses,

et utilises par des techniques immuno-enzymatiques <ELISA ou blotting) afin de

F!ennettre, par exemple, l'exploration du systèJne immunitaire de l'individu sain

ou lIw.lacle.

Aller.gologues, bactériOlogistes, l1irologistes sont interesses par l'analyse des

Celles··ci possédant egalement des proprietes biologiques

di11erentes, leur anclyse qualitative et quantitative se revèle ilnportante.

Di Fer.s exemples c1e C'8.:::; utilisations potentielles sont décrits dans les

parar;raphes sui Fan /.5.

Les immunod.osages appliqués au dia8nostic Sérologique sont: actuellement en

majeure partie baSéS sur les anticorps monoclonaux. Les diagnostics de

laboratoire elnploient largement: les trousses commerciales cOlnprenant ces

reactils hautement spéciiiques et permettant surtout une standardisation des

résul ta ts.

J'anni les dillérents serodiagnostics, la quantification des quatre sDus-classes

cl 'lg0 apporte beaucoup de rensei8nelnents. En effet, ayant des proprietes

biologiques diilérente,=" leur taux peut lnoduler la. reponse immunitaire de

l'organisme !J'ersson N.A.A. et al., 1987).

Les 19(jl et 1~rG3 par exemple, activent le cOlnplémen t de ln/1nière plus efIicac'e

que les Ig(;2, tandis que les 18 G4 ne 1 'activent pas du tout et peuvent: mème

avoir une fonction d'anticorps bloquant ainsi que nous le verrons plus loin.
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ImJncHurite du :=.'l-,=-;teme ill1111unitaire

Les Jllr',canJ."-'m2S de cl"'dense de l'entant ne sont pas entierement développes Li la

naissance. Lt's IgA et les l;~;Jof n'appaJais.=.,-3nt que pro8res.::,il1el11ent dans la salive,

les an t.i',~Drps .:;apables de nr,,'utraliser Ues attaques virales sont les IF;0'. en

particulier lE'S 1,gGl héritees, de la mère Le cJ.osag8 des isotypes des anticorps

de bebe )."eut se faire par ELISA et perIIlf'3t I 'anal vse de 1 'elficac'i te d'une vacci·

nation precoce <WATT P.J. et al., 1986 -- SKIff{ D.J. et al., 1988).

1 .3.2.- Immunodéiïciences

Certaines inlections virales peuvent c:_ '-egler la reponse immune en la

sup[Yimant ou en injectant les cellules du systeme immunitaire. C'est le cas

not:allllllen t d'une intectionprimaire par le cytomegalo Firus ou par le rétrovirus

f1IV-1 caU:::;éin t le ,:,. 1.D./i. (syndromeimmunode1.icience acquise). La détection

Sérologique du S',I.D.A, passe par la mise en e\lic1elJce d'anticorps specifiques au

virus' <seroposi ti FlU3), <-.J18z certains individus, de longues périodes asymptô-

lIlatiques existent, pendant lesquelles 1 'etude de:=~ isotypes des 19C spécifiques

du virus peut s'avE.'rer utile pour comprendre les l11ecanismes de cytotoxicite

cellulaire. Une augmentation du titre en 18'Cl et 19(;3, 3.c.:c:ompagnée d'une bais'se

du tit:re en IgG6' et IgG4 a ete c1É'c:rite (LJUNGGRE'N K. et al., 1988),

La detection cl 'immunodéficiences peut egalelnent ètre utile afin ci 'identifier et

de traiter les patients à risques (HAl/SON L.A. et 0.1., 1986).

E'n effet, la cause d'infections récurrentes est souvent une déficience en sous

clai3ses IgCi et la détermination de sous-'classes d 'IgG peut amener cies

renseigneJJJen/:s sur la cause des injections. Celles-ci sont rarelnent limitées a

une seule sous'-classe, S'ur la base d'études statistiques, on peut dire qu'une cle-'

ficience en 19(;l reflète une baisse du taux global d 'lg0'.

Il existe des agammaglobulinémies et: des hypoglobulinémies héreditaires liees à

une lnutation sur le c11rOlllosOlne X., ce qui conduit à une cytocliffèrenciation

anonnale des lymphocytes, Des aUect.ions pulmonaires sont courantes chez ces

sujets malgré les traitelnents substitutifs c1'illlmll1Joglobulines (1'HORSTELNSSON L.

et 0.1., 1990)
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1.3.3. - Variation du taux d'lgG4

Le:,,: c!eliciences isolées en 18(!4 sont certainelIJent 1,"'s plus courantes et

5 'observen t chez des pa tien ts a ttein t:c;, :1'inlectlons respilt., tolres, Lorsque

cel1es'-ci sont rècurren tes, un taux d ;lgU4 inlerieur a qu, '3 /}/1, peut traduire une

dèliLience sévere WELNER D.C., 1986),

[.,:}S c!il.'liciences en 19&4 peuvent être lami1iales,

manière receSi3ive et autosomiqu8, ou résulter d'un

simplement d'une infection passagère, La detection

utilise naturellement les anticorps lIJonoc10naux,

elles se transmettent Cie

deiaut cie régulation ou

est donc' importante, elle

Out.re 1e,:,-; déficiences en ('5'6'4, ,on peut observer des \la1eurs superieures a la

normale par des tests ELLSA siInples ou sandJ'ficlJ, cies radio-immuno-dosages. Ces

anticorps étant présents en quantité très faible dans le sérum normal, ils ne

peLNent être c!etectes par des tests mesurant la quantite totale en IgG et

nécessitent des anticorps monoclonaux ou po1yc10naux speciiiques cie sous

classes, Cette faible réponse peut étre corre1ée à .la position du gène 1~"4, situe

le plus en ;j' par rapport aux genes des autres sous-classes gamma, et sui vi

seulement d.es genes .Gf. et(Q:2 IOGArtA T. et 0.1., 1988). La sous-classe cies

anticorps diriges contre les facteurs ct,," coagu.lation <notannnent le facteur

VIII)} t.rOUVf~S chez le:=.; he.l}1o]Jhiles es·t préjJondl-3r"emment celle des IgG4, Ils .sont

souvent impliqUéS clans les phenomenes a11ergiques en reponse au venin d'abeille

(uRBANEK R.,1988), au poUen, Cl la poussière de maison CKERRE'TT J., 1984), aux

parasites tels ceux provoquant la filariose <XAGNlf5'SON C.G.X. et al., 1986). 11s

ont ete suspect2::.> dans la pathogenèse de la ma.ladie des e1eveurs de pi8eons

IEEE KITT et [;,L., 1986), POULSEN L·.K. (1938) et son équipe ont neanmoins

démontre qu'i.l:;3 ne jouaient pas un rôle dans la .liberation de 1'histamine par

les basopbi1es, qui serait, elle, largement dirigée par les IgE.

En etfet, une augmentation du taux des IgG4 est souvent liée à une augmentation

du tau){ d'IgE <OGAVA T. et aL, 1988), Du fait de leur incapacité à fixer le

comp.lemen t, une Fariation ciu taux d'lgG en faveur des 19G4, modifie les réponses

biologiques cie l'or.§ônisme, Les IgG4 ont souvent été décrits COlIJme des

"anticorps bloquants" susceptibles d'entrer en compétition avec les 19E dans les

réactions anapb'y.lactiques UARING S. et 0.1., 1986).
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Cet aspect sera evoqué dans le paragraphe traitant du suivi thérapeutique. En

tout état de cause, un taux élevé en 19(;4 est observé après des expositions

répetees à un allergéne.

Le dosage des 19(;4 est utile pour le suivi des allergènes alimell ~aires,

l'intolérance au lait par exemple, et de leurs manifestations cutanées telles que

les eczemas atopiques (SHAKIB F. et al., 1986).

1.3.4. - Variation dl} taux d 'IgA

La déficience en IgA est la plus commiJne des immunodéficiences primaires

(CHAPEL H., KATKA K., 1988).

Elle peut exister à tous les .ôiges et s'associe à des infections récurrentes, des

allergies et des maladies auto- ilflmunes. 80n diagnostic peut ètre utile, par

e.yemple pour eliminer les risques éventuels dus ~ une ,raccination orale par le

poliovirus. SAVILAlITI E. U9(8) et son equipe ont utilise le test ELI8A, pour

mon trer que cette deficience s'accompa8nait d'une excrétion du virus beaucoup

plus tardive, ce qui accroissait les ri:..ques potentiels de la vaccination.

1.3.5. Réponses biologiques jace aux polyoses

Les polyoses sont un L'Ons ti tuan t important des parois bacteriennes

f'seud.J.)monas êleLJlgiJlQQiJ, ;Staphvlococcus aureu·s.

jk1fZ-jJ1f)fÙ1ill[~i[J..L1Jlt;illZ{J). Ils sont egalement présents il la surface de SchistosQJJJ.i1

llL41"lliQlll. Des etudes epidémiologiques utilisant des tests ELISA et l'immuno

fluorescence sont utiles afin de détecter la distribution en sous-classe de la

reponse immunitaire et. examiner l'efficacité de vaccination. Les réponses sont

essent:iellemcnt des IgG1, JgG2, 19A1 et IgA2 (CRYZ S.J. et al., (988) - FRAISSE

P. et a1., (1988) - HEILXAlIB C. et aL, (988) - KIEKLE E. et al., (989) - LUE C.

et al., (1988) - SIIACKELFORD P.G. et al., (987) - 't'ACKER D.K. et al. (987) 

'rIIBDHBAKK K.P. et al. (987) J.

Les Ig(,;2 et les 1S}f ont ete d.écrits comme protecteurs en cas cie réiniectioll

apres traHement (BUTTERi'ORTH A. et al., 1988).
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l.a.t!. ~- Auto-anticorps

La carac:terisation des lsotypes des auto-anticorps peut mener a la distinction

entre auto~-ànticorps protecteur.s naturels et auto-anticorps pathogéniques

acquis, notamment cians le lupus erythemateux systemique (SUENAGA R. et al.,

1988). La variation isotypique cies anticorps anti-toxine tétanique traduit la

maturation iInmunitaire, Une commutation de classe en faveur des 19G4 peut même

être obserl'èe en cas de stimulation antigénique chronique <RUBJN R.L. et al.,

1986) ,

Les auto-anticorps humains sont en gEneral de classe IgX contrairement a ceux

de l'espèce murine de classe 19G (SANZ J. et al., 1988), Ces anticorps, dans le

cas des facteurs r1Jumatoldes sont diriges contre les portions Fc des IgG, et

leur aftinite a pu étre demontree (XERLINI G. et 0.1., 1986). Dans le cas

ci 'arthrite rhumatolde, des tests ELISA ont detecte la presence de facteurs

Thumatcl1des cie sDus-c:lasse 19IJiJ-, '~~e qui peut avoir des implicàtions dans les

mecanismes de pathogenic:ite (COHEN P.L. et al., 1987), La détermination du type

de clas:=,e IgH ou IgU par tests EL1S'A notamment, peut être utile a la

comprehension du mecanisme conLiuisant à la pToduction de l'une ou 1 'mItre

immuIloslobulinf=' ŒEV1NSON A.J. et al., 1988), L'importance pathologique de la

c lasse des auto-anticorps, 1:;:,.4 ou l,fl,(J dans la madalie de Gral'e, ou la thyroldite

de Hasliimoto est egalement etudiee a l'aide d'anticorps monoc1onàux specifiques

cie ces isotYP'ë!S (W'EET'ilAH A.P. et al., 1987), Les phenomenes auto-immuns àssocies

a la malaria ,~:'hez 1 'homme son t etudies ,je la meme mànière (ZOUALI X. et al.,

1986; ,

1.3.'/, - 8uivi tht-'rapeutique

Puisque le", manl1est.ations pathologiques de maladies di\rerses se tràduisent par

des variations du taux d'immunoglobulines, celui-ci peut également devenir le

temoin ci 'un retour éi la normale ou Lie la persistance cf 'un etat pathologique, Le

suivi therapeutique en est ainsi facilite,

Les candidoses orales sont des dermatoses très fréquentes, L'analyse des 0501).5

lla",se's ci '1g.4 presente::.; clans la salive indique une predominance d '1,'5>41

spe,:.l1iques a ran(Û@~LlliQI12' Après une therapie antifongique, le taux ci 'IgA2

Teste inchange IRais devient preponderant grace a une baisse des IgAl.

Lc":=: resultats obtf?nu.5 par ELI:3A t2moignent du swxès de la therapie UEGANATHAX

8. et al.',
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t'inflammation paradontale se traduit également par une elél,ration du taux

d'anticorps due â une stimulation bacterienne <THOXAS J.P., 1981). L'eJfet d'un

traitement <immunothérapie, polissage, détartrage), peut être suivi grace à

l'éFolution des J..i;JG, A et }f, par un ELISA qui permet d'établir la phy

siopathologie de la maladie et de comprendre ses mécanismes immunitaires.

La détection des Ig11 diriges contre ~pma pallidJ.iIIJ. est d'un intérêt

diagnostic considerable. La persistance de ces anticorps indique la presence

d'antigenes de tréponème et necessite la poursuite du traitement. Les valeurs

sont t!tablies par un ELIS.'; modiJié, après immunoprecipitation des IgG

(lfULLER F. et aL, 1987).

L'utlhsation d'anticorps monoclonaux murins an ti-sous-classes d 'lgG permet de

suiFre l'evolution cie la syphilis à travers ses trois stades pt cie suivre

l'éven tuel1e apparition d'auw-anticorps ŒAUGHN R.E. et 0.1., 1988).

Certaines vZKc'inations pouvant présenter des risques eventuels, un

serodiagnostic permet d 'eta blir l'eta t immunitaire de l'indi vidu. La mesure du

taux en 19Jf et en sous-classes d 'Ig& est trés sensible et specifique grac'e aux

anticorps monoclonaux <LIBDE G.A. et al., 1987'),

L'allergie, qui est une manifestation pathologique de la reponse immune, se

traduit sérologiquement par une augmentation d'anticorps specifiques, aiSément

dUSéS par ELiSA, Les IgE spéciiiques sont habituellement doses par radiu-

immuno-essa 1.s.

La capac_ite d'anticorps bloquants d'inhiber la reaction allergique est attribuee

aux 19G4 et quelquelois aux 19A (XERXAN H., 1985). Leur role pourrait être de

creer une competitiun entre 1RE et llsG pour l'allergène, tant au niveau serique,

secretoile et cellulaire, et de diminuer ainsi la reaction anaphyla.ctique. La

mesure de cette activité bloquant:e a eté faite par ELISA avec un anticorps

monoC'1onal (HA BAIK LEE et al., 1988). L'eificacité d'une immunothérapie peut

s'evaluer par l'apparition de ces IgG4.

Une technique ELISA inversee de type sandwich a éte decrite (XIYAZAfrA H. et al.,

1988). Elle possède l'avantage d'ètre moins couteuse que le R.A.8.T. (Radio

Allergo-8orbent-- TestJ propose par BOUSQUET J. et al., (1988). Le suivi d'une

des8nsibilisation par un allergène montre une augmentation du taux d'IgG4

spec:ifiquE:s WAXILTOH R.G., 1938), ceci etant en accord avec les hypothèses

postulant unE: augmentation de cette sous-classe lors des expositions prolongées

a un allergène et des infections recurrentes.
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C:C}I[jl)lt--=-j.L\·(~ lnaJI.?Ur ci 'fJistol.=::'ompta!Ji.l 1 te

Le.:, ,'jnUcorp=, e;\'jEJen[ CAJU":; lorme rixee a la memt'rane '~el1uJ.aire et sous torine

r-.J i lue.

}<llnpIJOC'l tus Fi et leur ciescelJOa nCf:> plô.'O,ino(· \r1.:[Ur e. 8i ceE, nlolecul eE; on t,Je.:'::·

pal contre. une Farial)ilite reinarqu:do1e qui les dicc,tingue Cles mnres protein2.::'

.olasma tiq ue:-=, ,

2,1, ... K(JDELH STRUCflJRAL DES I)f)[UNUGWBUL.fllES

Un distingue cinq classes ci'21ninunoglol)ulines IrS)

19E, dont la si:ructure cie ba.se est identique <.li8' 2),
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Kodè1e de la molécule d'immunoglobuline

F~I:' =: fragment liant l'antigene; tous les acides amines des regions

\lariables ne sont pas impliques dans la liaison de l'antigène, mais

seulement ceux appartenant aux regions "hypervariables"

F','t, " :c. produit de c:1i"age comprenant les cieux fragments F"",

[<,c := fragment cristallisable; il est for111e par les domaines

constants des chaines lourdes autres que CH1, Cette région comprend

1es si tes de t'L'fa tion pour les recepteurs Fe de pl usieurs types de

cellules <macrophages, leucocytes polymorphonuc1eaires, basophiles,>

H chalne lourde

L cha ine légère

C region constante

v =: region "ariab1e

(cl'après LUCKENBACH G.A., 1987)
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plusieurs mO))(Jmere", cie

19A1 et A2

J1lc!le,~ulaiJe Givul:=,inant le,~:, :0;0 U(Î(I d."lton:s'::.auI pour leE, i8N et 18'E ou elle est

prUClle d,,:: /(1 (100 cla 1tons., et de cleu,\' chalnes lep;en.ê'5 (L), d,,, ~"_l OOU dalton'::, eIr

Firon, Elles sont reliees entre elles par Cles ponts disulfure.

La c'haùJe L e},'.I.::s te saLIs cleu,y t'lpes J{ap!J.'.i (j{) et lam bcia Ui 1 ne coexistan t pas

sllllUltanement sur un mèlJle an ti corp:-=. 1 éi cause d'un systeme geneUque d'exc:1UE;ion

allelique, Dans l'espèce hlilnailk', on trou Fe uen des Lg avec cie,'c; c:haines K. La

clWlne fi exis te sous lJeuf lorJlles (liflerentes

deLerJJlinant j'isotype de l'anticorps ainsi que de nom breuses 1 oneti on':-;

t,;iologiques . .4 ce.,,; chalnes H, ",;ont branc'hes cle ,'2 a 14:'0 de residus 81yeosiciiques,

Le.'::; .",-;truc:!:ur,::·s ""ec.oDdDires et tertiéiires semt lournies par le repliement etes

cba1llf's polypeptidiques et leur uT8ani=:.at.ion en cl01Jlédnes de Il (J éJlnino--acietes

comportant beaucoup d'homologies clé." Séquences, Les cbalnes L ont une partie c

ter"minalc:" cun:::;t(:~nte (CL)I la :=.;tructt.iTC:' r;.·~,:1riai~)J.e <VL..J e.st d~iflr::rente ci>une cl1aine

il l'intl'3rieur des clOlnaines variables VL et IIH, il e.'dste trois segments

hypervariable:3 aplJe.1és CDR.1, CDR;;, U)R3, determini!]]t la complementarite a

l'antigene. Par analyse de eUJlrac:tlon Ri, on a IXI cfetenlliner que ce·s truis CDR

eta.ient expuses ,ci la SUT face de la lIJolecule, Ces reg.ioDs mDn trent èviclemlnen t

une très gramie variabilitÉ' entre rS <1i8· 3)
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toutes les chaînes légères
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Posi tion de l'acide aminé

toutes les chaînes lourdes

Posi tian de l'acide aminé

FIG. 3 Variabilité des amino-acides des domaines variables des chaînes

lourdes et légères des immunoglobulines humaines

Pour une position donneè, on definit par variabi1ite,le rapport du nombre

d'amino-acides diiierents trou'h'.S c~ cette position par la fréquence del 'amino-

G,:;ide le plus cCJmmUll. Les acides amines Oiont etudiés par marqua/je d'affinité. Au

de:'j'::;us ci 'un certain brui t de lond de variabilite qui existe tout au long des

chaJiJes, trois pics se distinguent nettement, separes par quatre regions de

laib1e variabilite: ce sont lt?s trois (DR (d'apres KABAT E.A., 1971)
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Cf1aine légère lr

.; uu X

, VI 'r dOlilaine C.

Chaù](c: lourde il

li" + C"l -1 cilarnière + '"".::, ( l.'{Cj!

,u V" + c,d f cjjarniere + !.'12.'f
f :,.

t_,} l'_o' 1· (.,,4 'r polypeptide tenninal (IgJof)

/ .. ( -1' Cf,l charnierel- r., ,.-.r (.,<'; + polype,ofide terminal (I,~A )

/; -i Cf ,'1 UgE!

FIG. 4 Organisation en doml1im.'s des chaines d'immunog.lobuline5,

Les 1S lfieml)],dnaire,.o. cmi: .Je:'3 sequ2JJCeS C t:ermlnales hydrophobe.""

pernn'ttan( 1 ',Jncrage <Ci la mel]]!)! ane plasmique <Cl. 'apres BURTON f),R"

19,')(J) .

LH~', DL! les chalnes il -':;c:ont. reliees par au lnoiIJ,s deux points disuliure. CeUe

J esicm est. ce.lle qui pre,~,el1te le plu.s cie c1ilferences entre IgG difierentes <Tab.

j)

Les 19 ,Dresentent une grancie CliFersit(c: qUl e.,=~t chie a trois types de variabilite,

isotypique, al10typiCJue et iclJ:otypique.
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TABLEAU l
C014.PARAlSON DE LA SEQUENCE D'ACIDES MIllES DE LA REGION CHARRIERE ET DES
0014.AlJŒS CONSTANTS DES IgG HU litA lIŒS.
La séquence du domaine Cü des chaînes lourdes des IgG3 n'a pas été déterminée.
d'après BURTON D.R, et al. (986)

-----------------------------------------------------------------------------------------------------------
Oomalne ClI Charnlél'e Oomalne 02 DOlllalne cn

-----------------------------------------------------------------------------------------------------------
t 1 Il 14 n r' F 14 n t2 p ï4 îl ï2 B 14L .•' ..'

------~.----------------------------------------------------------------------------------------------------

lit: Ala Zlb Glu Glu Glu Glu 231 Ala 341 Gly
119 Ser 217 F'ro Arg Leu Ser 2::) Pro 342 Gin
120 Thr 218 Lys Lys Lys Lys .........., Glu Pro 343 Pro,L.).:.

1 ·,1 Lys 219 Sel' Thr Tyr 234 Leu Val Phe 344 Arg! LI

122 61y 220 CIlS ho Gly 23.5 Leu Ala 345 Glu
l···"l Pro l2! Asp Cys Leu 2:::6 61y 346 ProL·;'

i24 Ser Cys 61y 237 61\' 347 61n
125 Val Asp 238 Pro 348 Val
126 Phe ,"".,.', Lys Val Thr 239 Ser 349 TyrI..LL

127 Pro 223 Thr Thr 240 Val :::.51) Thr
128 Leu 224 HIS Glu HIS Pro 241 Phe 351 Leu
129 Ala 225 Thr Thr F'ro 242 Leu "'J('-I Pro.;;.;1..

HI) F'ro 226 Cys Cys Cys Cys 24:3 Phe 35:3 Pro
131 Ser Cys Cys 227 F'rO Pro f'r 0 Pro 244 Pro %4 Ser
m Ser 228 Pro [, ro Arg Ser 24S Pro %5 Ar'] 61n
1·'··' Lys Arg Arg 229 Cys Cys Cys CIls 246 L\(S 356 Glu,),~l

134 Ser no F'ro Pro Pro Pro 241 Pro 357 Glu
1::5 Thr Glu 248 Lys %8 Met
1% Ser ho 249 Asp 359 Thr
m 61y 61u G11; Lys 250 Thr %0 Lys
138 61y ~;er Ser Ser 2.51 Leu %1 Asn
m Thr Cys 252 Met 362 Gln
140 Ala Asp 253 Ile 36:3 Val
141 Ala Thr 254 Ser 364 Ser
143 Leu F'r 0 ·Ir. c: Ar'] 365 LeuL·)·;

143 61y Pro 2[.1) Thr %6 Thr
144 Cys PI'O 2.57 Pro 367 Cys
\4S Leu Cys 258 6lu 368 Leu
146 Val f'ro 259 Val 369 Val

-----_ .._-----------------------------------------------------------------------------.----------------------
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Oomaine Cl 1 DomaIne CL Oomaine en

J4 14

:::~i4 Yrw
;:SE, f'l'o

::~~c. ho
J97 ',Ial Met Met
-::~Jt: Leu
·::S~) Asp

BI." 61)' \~ j 'i

GIn 6111 61\1
fi';J f'!'» ho
1311.1 GIIJ Glu
Asn ~Si1 A3 ~1

Asn

:: t: (1 G11.1

~:t:! Trp

.;:71) LYS
::7 i Gl'~i

::72 f'he
::7:;: 11'1'

;:74 1'1'0

:::~:e f'l'l}

41)1) Sel'

41) 1 A-sp

41)2 Gly
f,((: ~;er

::84 Asn
:::(_;!~, Asp
::tiJ:. Glv
::t:} Glu

Glu Cl:;: Glu

GIn Gin 13111

Lys

14/ LV'S fi l''~ 2Cl) fnr
i 4::: Asp C\,s 2bl C'!,S
! 4'} lvr PI'ü 2C2 ',lai
'f.,1) ~'1le (11) 263 Val
i SI 1"1' 0 1'1'0 '26t~ \la. 1
) .~l~' Glu Lys 2bS Aso
iS3 1)1'0 ~;l~ r 2Cc, ',Ial
; .1~14 Vai Cys 26l ~;el'

i .SS lin Asp 21~,l: tHs
I.S(, Val lhr !:t,') G.tIJ

iSI :jel' 1",'0 ni} Asp
l .f~,(J ï rp f'l'o ni e!'O

1 r.,9 Asn f'l' 1) ,!1::: Gin
:(,1) ~;e l' Cys 27:: Val
IC! GJy f'l'o W LYS
ICi Ala AI'9 ::'/ !j f'he
1C:: Leu Cys nt, Asn
:C4 ïhr r'l' » n! il'p

1f~S ::;101' Glu 2h: Tn
'166 Cly f'ro )"]1..") \lal
!6l val L'{.; 2Ü!) Asç.
1 Ct: IiIS ::;ej' 2:::1 131'1'
11/.: i hl' Cys ~'~j2 ',Ial
: ?O ~!Ie Asp 28::: Gin
1 71 Pro -1 ~!I' 2,)4 Val
. ri: Aja f'I'» 1f:S IiI s
1).:',

V~l !"r » l.t:t, A:;11i,.1

1 lA Leu 1:'1'0 2,;;: A!a
; Ile G!n Cys ,~fjU Lys...~I

1/1:. Sel' f'!'o 2}~:~1 Ihr

III t:e\' A,',] L'JI) LYS
17e G!y CyS 2~1 f' l")
179 Leu Pro 292 HI'9
leI) T\,I' n::: Glu
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! i
... -,

1·:.'

:~.:/ ,_eu
; t:3 :~;el'

i U4 ::;el'

i f;i;, Va ~

: (: l rh i'

i e~: Va 1

19/ 1"11\'

Ly;

297 {~sn

N} n',r
~:UU Tyr i)he Rne

))2 ,al

)!).!j Va l
.:;/)i~1 Leu
))7 f!,"!1'

:~:oe Va 1
))~! ,_eu ',la 1

dOS f'ne
f'ne ;\1)(, '_eu

,tl)1 ;\,1'

4::1i:: ::,el'
40~: 'cys
c;1) Leu

i.\ ;4 ;_ v-;
n)S ~:;e l'

ai':' AI'']

,\ Ji ri'p

f~ 1 ::,1 GIn
t;20 Giv

Th l'

:: l,: l' l' D 4/:: f' ne
ii4 Leu 424 Sel'
315 Asp Asn Asn Asn 425 Cvs
)IG Glv 42G Ser

Il e
421 Asn';~ i! Gl 11

:;:L~ Asn Asp
l'::UIVI'

1SS 1le 1il!'

2(1) Cys
20i A;n
/02 Val
203 Asn ASD Asc
;!I)A 111S

1(l.~J Lys
20(, f'l'!)

NI ~;er

20f: Asn
lO'} HH
210 Lys
2ll Val

21 ::: LY'~

214 Ar,] '1111'

21S \laI

::,(: GlU
~ i~: r\' l'

:~;20 LVS

m Ala Cl)'
nÜ Leu
m F'ro
):;:0 Ala
331 Pro

:~::J3 Glu
::;:,1 Ly-s
ns rhl'
::::::C 1112

4l~1 Met
,12S Hl S

4») CIL,
4::: Ala
4::2 Lei)

43:: ri l';
,n4 ASIl
4::~, 1115

,(:(, Tyr
6Iy 4:rl Thl'

4::~: 6j Il
4::9 Lys

~;e l' 441) ~;;er

::;el' 441 Leu
4U :::er
44::: Leu
444 ~:er

44') f'rQ
4,11:, Gl V

lif:l LYS Lys L'f;

3::~j rU a r~!:'

::41) L\'5
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-J La variabilité isotypique, porcee par la cha1l1e H, dellnit 5 classes et. CJ sous

classes Ci 'lg, retrouvees chez tous les inCiiFidus. Elle se situe sur les domaines

constants (variantes isotypiques des regions C) et variables (sous groupes de

variabilite). Chaque individu d'une même espece possède les genes necessaires il

l'expression de chaque variant isotypique ŒEDhl( J., 1983).

Pour ce qui est des chaines 1egeres L, un seul variant isotypique est connu pour

la chaine kappa, mais il e,";iste plusieurs marqueurs an tigéniques pour la chaine

lambda, dont le facteur Kern en position 154 (permutation glycine-sérine).

-J La variabilité allotypique, portee par certains individus seulement, d'une mème

espèce. Les a110types sont des polymorphismes génétiques suivant un

determinisme mendelien et sont détectables sero1ogiquement. Quatre systèmes

allotypiques sont connus dans l'espece humaine : (jm, Km, Am et HV.

Lt':'s speciIicites (Jm sont portees par les regions constantes des chaines lourdes

samma, Les sl-'ecilicites Km existent sous trois lormes allelique'3, Km' "',~ et

XJJL'., 3'::.;soc:iees aux c;halnes kappa <11S' 5 et fig. tu,

-J La variabilité idiotypique ':c'L.leterise un anticorps issu d'un clone specilique

d'un anUsene. Les idiotypes sont portes par les regions hypervariables des

chaines li et L. Les e,\'ons codant pour les domaines V des chaines lourdes sont

produits par rec;omt,linaison de segments de gènes V, D et J Le grand nombre de

combinaisons pouvant se produire au cours de cette association e,yplique la

var iabilite idiotypique et les capac.ites de reconnàissance d'antigènes très

variable. La Fariabilité idiotypique est donc spécifique de chaque anticorps et

peut induire la production d'anticorps anti-idioty-pe.

2.2. - STRUCTURE DES IgG

Les Ige;' humaines sont consUtuees d'un ensemble de molecules de type Hé: L2, les

chalnes L sont reliees aux chiunes j{ par des ponts disuliure situés entre Cl et



Systeme allotYPIQue

Km (= Inv)

Hv

AM

Gm

SituatIOn

23

Chaïnes K

Domaines V

,jes chaïnes

Portion Fe

Commentaires

E;(pnméS sur les Ig61 et les

Ig6:3; cOMprend :3 vanantes,

NéceSSite l'Intégrité de la

structure quaternaire de l' IgG

Deu;( variants

Deux variants des [gAl

Au mOins 24 varIants

4 pour les Ig61

1 pour les ]'J62
p pour les Ig6:3.'

7 non rattachés

il une classe

F16, S AJlotypes des Immunoglobulines humaines

Liste des systèmes prinCipaux d'allotypes des Iffiffiunoglogullnes

humaines et leur localisation génétique,

1)' apl'és MALE 0, et al, (19E:8)
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Il :ml ! i IJGi 1; 1ml a \ , ; CL: ::.f.:S·· ::;S}~: A1"yA;p- GlU-LeI).,

nb ) m i i ) ou IlG i ml .;\ } 1: U :1·:: C~ :~; :~: (,.C,·· :~S::; A!'Q"Glu' 6j 1)"Met,

G!ml. L.1 (lIJ! G ml.\ ) 1! cn 113) 6i\'

G ml J ou b1fit! t 1 ! , Cl i
"

4 HI'IJ',' ,. 1

G1ml 111 OIJ Gi ni! ;:- J 1: CI "
i 4 L'{S

G:~nH 2 i .! 1)1) {;::m 1IJ J r:' !.li 2~~C ï )'!'

IlG::!liI : J I}I) 116::0'1 1 'J ! li F cn l:-H~, Ptp:,
" ..'

G:::nil. 1 1 ) iJLI b:::mf. tl ll ) n cn 4);, ('he

nG::nH. i 1 ) Oi) f1(j::;rlll, D'! 1 ! 1 U n cn ,(:f, TY1',

I1G"m l j ) ! 1 il Li r· U )::9 Va l~'leu"h l S, , '"

I1G4ml LI } 12 , !4 C!2 ::O~J Val"!il S

Alm! , J 'X) Cl): l '" " ",\î f' II 1] pj'O~I ~ '::''':'i

Alml. 2) lI;? Ci) 1
.',

f 2 22 ) ::;2:' AI'9

!:.m 1 Il. CI' i c .:. S, \la i Lei)'.}'.' ,

)101 i
"

i: C.f; 1 (:' "

'3 ) A.la Leu," '_"~'

I:n-':: f: C r·", '.(; , Ala \,1 a1;',.) -' 1

FIG. 6 1ro..-:alisatlon probable de quelqufo'S D.llutypes et alloisotypes humains

{I ItlLL1AXSON A.N. et al. U9r'3?1
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,~f 1·-3 ,~-i n i_-' ,~.ion t:'/1 tre suu~· - J~ la,s.~,e.=.·; ci

mo1t:'cule et sa sU:3ceptibi.1ite a la proteolyse. La lù:,)dbilite est im,Dortante, en

,~e qu'elle j:.'6Ill7et une reCOlJlJDL;c·ance d.lvalente de decenninQnts ant:iseniquc'5 par

le positionnement des bras F:<b relat.lFell1C'nt au lra/jJl1ent Fc, LD 11exibilite ei.es

h;l'j e.'::,( directelllent 11ee a Ja lon8ueur de cette re,'3ion cJlarnière. Par e:u::'lnple, la

Ces sequenc:es, comprenant plusieurs re::::;.idus cysteùJe, e,yp.iiquent c:ertainell1ent

et son cataboiisme plu,:;; rapide, Ces jJToprietes sont ensuit.::.' etecroiSSD.nteE. Dour

1.:.t mc.;1,~,~:ule Li '1,:"/;1} pUiE. -:1'

de la dUlra-~Uon NX corroL-cHen c le lait que la longueur de ,:.ette region

ciJarniere, ainsi que la llexle-jUte '1'u'elle etabLit, perweetent une activation c1u

ijl; C' a ut.r f:"'l diilerenc,c' st:rUctuFD.ie ent.re sou.~," classes d 'lg!) est le puin t

<:1'attachement de la challle 1e8'ere a la ,~hallle JeJurde. L'art:acj]elnent, qui se lait

pZ!r une lia.ison disul1ure lnlel"ch2ilne, s'ellecWe en miJieu cie la c'haine Jourde

lies 18!il} alors qu'il se trOLwe enFiron au quart de la distance de l'extremite 1'i

terminale des c'1Jeunes lourdes des autres'=:,ous-'classes <Hamilton R.G., 19871.
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~~ w

IgG1
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Fc~'

OC;
F3 b

IgG.')

Fig. 7 lfodèles proposés pour les conformations en solution des sous-classes

d'IgG par GREGORY L. et al. (1986)

j,jOB : IgGl particulière ne possédant pas de région charnière utilisée

cOMme référence.

IgG2 et IgG4 ressemblent a la protéine DDB.

Dans les IgG3, la région charnière est la plus longue.
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.;/)alne.c'. ff (u) ci un [0.1<::.' .",ur 15. polymerisatic1ll de la mUiécule:Davis A.C. et al.,

19(19'

uni.? l.=:halne cfl~.J ,jonctlon i
'-', d.'enF.2ron :::':0 (.lUI'.) ctaltons,

2,4. STNUClUNH DH/J' 19A

t DT 19 ~~',~,

PZ·'(-'E.t?n i.e âe.~·, ho[}]c)j (,p) J mais COlflJ>orte

am.incacicic:::,: de plus. c.'ette",,?quence .':3upplementaire serait impliquee dans lé'!

pol'ymerisation, nCltamment par l'a,.yroc:1Jement d'une chalne de jonction ./s·ur un

residu cy,,-,t.elne en "H'wH ch:Jrniere position <'Chevailler A. et al., 1989),

A i et l~~A Clui ne ciiftèl-ent c/f../e l~\:.lT ~. .:::. aIllincj"

ê11.-:icles sur :'~o:::" Deux allotypes s:ont de,~rits A ,:,' ln<}) et A 2' m(2) qui portelit

sur les amino-"~c'ides 21~' a ~',21 <1ig. ~ et 0),

Dan~~' le~_~. -:.~·ec:reticq;fS cie 1Ior8'r:.-:Lni:~:]!le (~~-alive, laIJnes, 1.iquide int.estinal, tracf1eo'-'

branchial, 8-eni tu urinaire, lait, colostrum) existen t des secretoires,

1 OrJlleec;, cl 'un cllmére d'lgA reliees par les chaines j et une pit!ce E,ecretoire

aS."30c.iee au Ill011h?11 t de 1 'excx~y'Cose, Cette dernière iaForise le tran.'3port des 18.4

cif:'la proteolyse (lit.). 0',
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C
19~ monomère '9Az A2m nJ moSlomere

Fig 8 Structure des IgA

La structure schematique avec la formation des domaines (9) est re-

présentée pour chacune des chaines polypeptidiques qui entre dans la

composition des IgA monomeres et secrétoires : chaine a, chaine légère

chaine J et composant secretoire. Les extrémitéS N-- et C-terminales

sont indiquees <N et CY, les ponts disulfures intra- et extra-caté

naires sont figures par des pointillés ( d'après CheviJiller A.et al.,

1989)
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! .Dior:::- que les :::.on t

2.:';. SlRUCTURli DiJ'S IgD

Ce sont lies 3'lycoprotelnes ,:Dntenant tr01'3c. âc'maines Cil n.'lie.,,-; pal' un seuipont

di.:oul1ure. Hl1es sont riciJes en li a'~en;lgalac·t[]:",.aJIline.

La clU.1erence la plUE. reJllarquaL!le est une tre:; longue re,c;icm ciJarnierE d'EnFiron

mais situee plus en amont

r'erml~t ,:':erti.llne;nent une granck 112.\'iLulite clans la pos.iUon relatiFe .:1e,,,,. deux

bra.,=; F>:~l) df.~ jt'_~ .Illcd~~L~'ulf1. La ~.,E.'quenc-e car)Jo){y' te.rminaj,=-~ L12 la re,?-'lon cl~arnjere

est extr'.?lneIllent r i'.::'l)e en resic1us CfJiŒ8'tY:.

<;} .4rg, (:) Lys, i () (Jiu). Elle est 5L1sceptibie aux proteolyse:c. 21; renci la lfloJeuiJ.e

instab.le, (:e qu.i induit: des proL·lem':.'·.;:, pour 1 'l'Sol,CcT.
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6'.6. - STNUCTUNH DES' 19H

Lé':::J 18J-:: co.mj}ortent quatre cloma.ine.s cIj et. (Jeux T}onts di.su.lfure entr-e lr:.."JS- chaines

lourdes il (E), Leur·'C,tructurc.' e.'A ·:'C,jmiLJ.ire a celle clu mOnOIl}ere d'l~'fN, Leur

fragment: Fc: est probable1l1en t semblable a celui des 12:0.

L'·e qu.i ."J' traduit par le relari"a,;;:e c.ieme,:Uateurs chimiques .ImpliqueE, cians les·

ph enOInen es, d '1: nI lallJJlia Uon

2,7, i:)'YNTlIH5'E, l'RUDUCTf()N ET DIVHNSITH DES Ui..KUllOGLUIJULlftiE::.:

2./ .1.- Synthèse

et leur cie.s,cenc1anc·C' plaslnocytairl::'. Leur productlon est sous la Cf{,pendanc;e de

,lj"
~' li (jJour la cha j'nf':} cie

jonction,!), CL ct":! la draine le8ere K.

Le c:hromo'S,olfle 22 porte les gt:.'nes vtL (SI() a ,)(1(1 gènes .. JL el. CL de la chame

Le chroIllusc)Jlie 14 porte les gène.s; lljJ (3uO gen8;:::,) , D (D j)OUT diversité)! JH et CH
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il t} ,_ I"II

Fi,~~[·t l,~'u.ll;.:.;.!-:::, '_-'u(jt~n-~

li,~]ue

.J... "'~ })OU/" .0./:", __

ci i ;-"2r:::;1 te,

LJfverbiLe

l.. 1 il 1:]' flll:~I_.-:.lli.i:_"-::.. )l1(J.~:";' /~;-/.::-·l)I·?ren-l JfJ div~~·;'--":-"-:',.i·c,~~ dt.::-::::; ilnJn;)n().;;~·lci()u.Ljne,:~,

1 }<..} ln j.i J ~.::! mu 1' t i~ç<elL ltj Uf~j al.:-:J

4 Nutatiun SDlna tique ponctuelle (Ians les resions ci 'hvpervDJiabilit.2

~) ,.4:::;,SOC1;j tion cie.'=.; ch,J lj]e.~-; l ouF t7. e:::, t.:'l 1f1/fére:=.;

\....-,-=\:,; rl~'arran{~::reJTJeJ1ts cft? ) 'A[IN des 1_~elJtfJ.e:s SOUCIl!."?:5 !)f:-"":>Ut donne]" nai:3E:~nC'e c;-~ de:.::.;

Tnil1ion.s âi":":J 1~-,cJI!jbinai::.-;on:=~ ciilterentl~.::~:.

l'rnJuc:UUIJ el- prupriétés

IJi:.~ Tl)" Ui}I;I_~:LjOI} (1 (}::-' antit."::Ol})S 8E,t r;rCIVCic/uee pal ) (.:.! ,:::.t.llllU),j eJ:on par un anti(ç;en/?l

lnoJ.ecule etI8.n8:ere zi l'or88nislne, cDmportant des epitopes cli.tferents de ceux cie

1 'hol.e. Lu reponsc} iJnlllunii:aire prlmaire e:c.t constituee par cies igN cl alfinife

assez !JilSSC:l, L1a Jiinitfj? de la re!)on.'::.,e va aU(~Jnent2r jJar l"'·;JlJ!Jar-j·(i(JI1 au CCJljr.::~' (lu

l..:elnp"", Li '12·(; 9u1 constituen!. la leponse secondaire (fig. 9)
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Réponse secondaire
Réponse

anticorps
10000

1000

100

10

La tence Réponse

-------- - prLmaire ---------~....lIIIIII...1iiid

- ----- - -------- ----------- ------_._------j-----"'~--1

--------------------------...----~

Jwrs

O+-~-.....~~--""I"'_--.....,.~--...,...---;_'
o 21 28 34

1ère injection 2m.e injection

d'lin tigène d'an tigène

- -- --------;;ijiiiiiii.,,"'------·--~

Affinité
l .

Doyenne 10 - .. --f---------------------.::u.~

des anticorps
(L'M) 10-'....-------

10 -,

o 6 8 10 12 14. 16 18 10

Jours

FIG. 9 Développement de la réponse anticorps

D'après HALE H. et al. (1988)
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leUl- t,al' L,ie

;
1 "'/ r,) C)j~i!_Ji tt.:··,

la 111aladie.

1
1·

stimu.le leur fonnation, les cUl1erentes caract,:3ri.,=-;t:iques et proprietes cies
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TABLEAU Il - CARACTERISTIQUES DES IgG HUXAIl/ES

SOl.'s-c1assl? Ig6

Ig61

Ig62

Ig63

Ig64

146 (l(1(1

165 OO(J

146 000

IS

62

c

70

2(.1

(,

o

25

25

[

(t)

+-1

F

o

(1

17 , !)lIlJnlJ-ai1~'1? r~g}IJf) itlarnJ,}rl? (nv/}Jcir~1

( H,Jlal Ig6

C , f1.1atlon iOQlpl~fIIl?nt

r : !Ji1JI' J t~ tJ1oquan fI? (a JJergu1

cl'apres HAXILTON R.C. <19(37), OCHE H.D. et al. <198?J
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TABLEAU III

PROPRIETES BIOLOGIQUES DES IgG, LIEES AUX RECEP'fE'URS DE Fe EXIhiAKT A LA

SURFACE DE DIFFERENTS TYPES CELLULAIRES

fsp~ce et

ti'N cellula1fe

Constante )~~clflclt~

(j'assonatlon 1sotYPlque

Ir- '

fMctlons

posslbles

f't11vnllC l ~a1fe

n~ilYaln

Cel/de r nlll!lalne

Rfcl

Rfa

~'rC1

r:fcl

.' 1 lU l

1,4 J /0"

1'163, /q60/q(4))/gtù'

Iql;'3,lq60/q60.l1g62

/qi:l J, 1']631/'1(4)/'162'

1'162, 1'16) 1'16/.11g64

!]63, lç6/J /gtL.', ,1gli4

/qi12)/qtil

MMf'ence

de paf'tlCllles

MMf'ence

de paf'tlCllles

R~J((hln

lnlîa'/lat~ljre

fassage tf'ans

placenta1fe

flNfIIllno

f',:qulatlon

/mfl}IlM

f',:glliatlon

l ',
1.

/\l~if' les antlCOf'pS sous iNllle Hh'M,qlt:lnqlle, et de 1'lsL1tlpe POil! leqllel le f'NepteUf' a l'af

(}l71 tt: ia phls ,:lel't:e

Fraglnent: peptidique cristal1isable

1\ i,'fY,2pt:el!l'

,'~ (liO.lIJe peptidique lourde des f,;.;A

ChalIJe peptidique lourde des IgG

Ji ('haine peptidique lourde des IS)[
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1 ,1 .i1J)j]j1jjIj)(

112.-::;, ::·[)n tut.i 1. i.~_-;et.:.-:-':::~ {l(}ur 1 '.'lrI1Jl1un _i-~~(~~ 1_. j J-..o)!J. ~~' t. _L(_~ r,ll.Cyl u1~·tion d'an tic..'orps ]!ionoclona U-,-\,.·

en ascite,

.Immunisationcc, ont aussi ::,()ljFis E;j()221.:

de protellJC':e; du la bora tc'zre. Nou:,. ,) \, 'J!):'- ,~ !Jozs 1 ci 'illlJJlU1J1CC,er d l11eren ts lot:'; ,~je

s-ourj.-=;, cl1dque lot avec· unc) '=,eul(:.l lJllflluno,<;'.;.iobul1T12 -.1'isoty!)e part.il.:..:ul ,'er selon .iJ:::=,

c'las:=-;e et Jl~'ur !Jurete ont ete cl~r,_-?r}lJ.inet?-s I\lT rel,:Jlerci]/3 s'elni---quant:.itatiFe de.:::;

a!lot.ype:" des ilIJ1JJUlJ081iJbuline"" iJWfL,;'J)I"s ,:,t. ,oar iJJJlllUnoelectropiJorèse,
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TABL.HAU IV

Rlù.fAPITULA.TIUN DES IXXUNISATIOHS B'fFECTUEES

~:OUflS Il11ml.mlS~I?S

fspec/?s

/mfWIJl sa tl on

Ca/b/t 1964 HRV (/() !:J'blS

64, l, 64,2, 64, 3, 64, 4

.5 Ba//h't 1964 POl IK.! 64, S, 64,6, 64, /, 64,S

.s BlOUl /g64 POl IKI 64, ;.1, 64, 10

S BaJb/C /'163 PlU ILl 6

63, 1
.; faJb/e Jg/'f LfiT (A) /'fI..'
; BaJD!( 1]64 Lf/1 Iii.! /lI

.) flOUl /gO S/lL ILl 01

Les immuIJoglobu1ines sont dlluees dans du PBS' sans azothydrate de sodium, et

st.erili:",ees jJar illuation sur un iiUre 0,22 jJm fifILEX <S'artoriusJ,

Le [YDtocole d'immunisation choisi est classiquement utilise m__uw (Bazin R.

et al., 1988).

L'un des paraJllêtres essentiels a la reussite d'une fusion est la derniere

lnjection d'antigenes. NOUE, avons cependant experimente diverses moda1ité5 dont

1e.-=. cal acteristiques sont resumees dans le tab1e{w V, en sachant que la dernir~re

i.njecUcm d'AG est un parametre essentiel (] 1[,1 reussite d'une iusion.



T.4BLEA U v Protocoles dïmmunisation

p.r~n· 2 3 4 5 6 7 8 9 10 t1 12 13 14 IS 16

---
Àn!ÎliiN

~
..

-::.:::::: ,..
~ nourrici«&.

Pi.t,w;.... ·ilbr& .."ib

~~.Sp>O/lvn1>hocyte

1...~~tion

G 1 GN 1 G4.' 1 G4.2 1 G4.3 "" 1 GH 1 G4.5 j G4.6 1 G4.7 1 AIl G3.' 1 G4.8 G4.9 1 G4.lO

/13 BRI 1 /14 HRU 1 /14 HRU 1 !l4 HRU 1 /14 HRU 1 M LAT l '64 HRU 1 !4 POl 1 !l4 POl l '64 pOilA LEM 1 113 BRI l '64 POl 1 114 POl 1 !l4 POl

BALS C 1 BALS C 1 BALB C 1 BALS C 1 BALS C 1 BALB C 1 BALB C 1 BALB C 1 BALB C 1 BALS C 1 BALB C 1 BALS C 1 BALB C 1 BlOW 1 BIOIII

10" 1 104 1 10 1t 1 10 1t 1 10" 1 0 1 0 1 10" 1 10" 1 10" 1 10" 1 10 11
1 0 1 10 ~

240 1 240 1 19200 1 9600 1 9600 1 9600 1 9600 1 9600 1 9600 1 9600 1 9600 1 9600 1 9600 1 10560 1 21 120

1/10 1 1/10 [ 1/10 1 1/1000 1 1/9 [ 1/10 1 1/10 1 1/10 1 1/10 1 1/10 1 1/10 1 1/10 1 1/10 1 1/15 1 1/10

01

o SAL

BIOZZI

o

19200

1/10

~t.

~
A~ant'

2_ injeçli"", P

Iouantit.
IAdjuvant
3«ne'•. ~tion P

........·.. ....,lion P

~~tion'P
~~ticlr>,P

7~~tÏClrllP

~~llVri f\lIIÏan

sc

AFC

AFI

25

25

25

sc

AFC

AFI

25

25

25

25

25

sc

AFC

AFI

25

25

25

25

25

25

25

sc

AFC

AFI

25

25

25

25

25

25

25

sc

AFC

AFI

25

25

25

25

25

25

25

sc

AFC

AFI

25

25

25

sc

AFC

AFI

25

25

25

25

25

25

25

sc

AFC

AFI

25

25

25

25

sc

AFC

AFI

25

25

25

25

sc

AFC

AFI

25

25

25

25

IP

45

45

70

sc

25

25

25

25

25

sc

25

25

25

25

90

IP

75

75

75

75

IP

75

75

75

75

75

IP

75

75

V-J
co

1. :..•••.
iJ'""'P

iJ-3 P

~2 p'.

l.-, P

25 25 25 25

25

25

25

25

25

25 25 25 43 86 90

90

90

200

200

200

200

90

90

90

150

150

150

150

150

150

150

150

150

sc ' _ cul_ P , intra peritoMill fJJ'C' ~v..t FrOWld corr.,let AF1 adjuvant FrOWld incorr.,let

J-j.,.. de la fuaion
Le.......tit.. d'antigMe inject.. oont donnee. en microgr..""..,.

Le:".; ceUule:3 nourricil:-'res ",.ont constituees par de:=.. lllô.('j ophages pt:.>ritoneaux.
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pour celte <:!etlë'{l11ination \l,AlIU N.D. (c't iU., 1980,'

Le "t.l1.re 8!i anti..-or/!s es.t l 'in Ferse ch:' la ciernière dilution du serwn donnant une

r'~ponse pos.itIve. L,,-'~:; immunisation"" sont repetees jusqu'a obteniT un titre

approxima (:il cie i X j (1

Le protoco).,: ],." plus classique COlY,51ste en une aernière inj,?ction cl 'antigene

jour.:::.: avant la lusion,

La voie .intraveineu~~eJ qui !H:'.)IJEf:.Jt: d!inj(.:JctE:l- en c'ne Sei../J.f9 10i.~s une quantite

1JuportD.nte I~l'antii::ene ,=-st preconisee (LoT-re J. et [;Li., 19821, mais c!elicat:e .~!e

j ,-,- IJu.T Foie i,nt.raJ)ériton(3ale environ IJ IllOis apres la dernière .J,;ii'-~i_~.tlc;nl

sui,.... i au~\· jour:s ,1 4, j - ,3, ) 1 cf 'lIJjec::tiolls en quantite plu::;. i.?levee,

jetant le jour cie la lusion Les quô.ntites injectees Farient cie 25 éi 15(,1 pg

ci']:1Jl1J1unoglobuline par souries et J)(J.T injection.

2 -- Pl-{OIOCULE Dh J'OSlON

La met.liOc1e utilisee est cejje cie liAJfJtl!,'RLfNG G. U981,J, egalement clecrite par

FAZHKA 8. de St CRUTH 5. et al. <1960.i, 01 V.T. et al. (j 9(30) J GALFRE G. et. al.

U98()), LAlIE N.D. et al. U984, 1966).

f'Dl)] reussir les prem.Îéres etapes cl 'une iusion, le myelome ,-;iJOisi doit presenter

deux critères essent.iels, le premier etant cie ne pas secréter lui--même

,j'imn1Ulloglobulines qui pourraient Înterjerer DFec les anticorps secretés clans le

SUrJl",pean t des llybriclŒves en ,:,11 ture,



40

Le deu.Yieme critére est la. def.icience en une enzyme indIspensable ti la

croissance cellulaire,

Nous avons choisi de travailler avec la 1ignee de cellules myélomateuses Sp2/0,

qui perrnet d'utiliser la sélection par le miilieu HAT,

Une cellule nDnnale synthétise par voie ,r:LtLJlQJ!Q ses nucléotides puriques. Cette

voie peut être bloquée par 1 'c:uninoptérine, un antibiotique analogue de l'acide

i'olique qui agit en inhibant la réaction de tétrahydrof'olate reductase c

Les nucléotides puriques peuvent aussi être synthétisés par la voie dite de

saL/\!etage. Cette voie, cataJysée par 1 'hypoxanthine guanine phosphoribosy1

transierase OiGPRJ') J permet la récupération des bases puriques libres (fig. 10).

Les cellules lnyé10mateuses sont dépourvues d'HGFRT, aussi lorsqu'on les lnet en

culture sur un milieu HAT <Hypoxanthine, aminoptérine et th),rmidine)! elles

meurent, ne pouvant plus assurer leur synthése nuc1éotidique. 8i des cellules

normales, en 1 'occurence les 1,ymphocytes B, sont fusionnées avec des cellules

IlGFRT'" les cellules nonna1es apportent l'enzyme nécessaire à la synthèse d'ADN

et d la croissance sur un milieu HAT,

Comme la cul ture de 1Ylnphocytes se rél'èle en général impossible au-delà de

quelques semaines, seules les cellules hybrides peuvent survivre sur ce milieu

Sélectif',

.41'in de s'assurer que toutes les cellules lnyelOJnateuses sont HGFRT' et afin

d'éviter la croissance de révertant HGPRT+, il est déconseillé de maintenir ces

cellules en culture par repiquages successi.ts. La conservation se i'era par

congélation. Un a1iquot sera décongelé -3 semaines avant la fusion et cultivé

dans du milieu RP111 ,- 10;<. SVF additionné de 4 pg/m1 de thioguanine. Cette

technique de sélection a été décrite par Littlefield J.V., (1964) et utilisée par

Kohler et Xilstein (1975).

Au bout de 2 semaines de croissance cies hybridomes, le milieu utilisé pourra

être du RPPfI - 10% SVP additionné cl'hypoxéJ.nthine et de thymidine <Hn J toute

cellule non hybride étant alors éliminée.
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5-A,ino i,iddIole

j-Cdrboxy-r ibonucléot ide

t
5-for,ioo-i,iddIole

j-Cdrboxi,ide ribonucléotide

HYPLlxdntMne } f'''--_'f1f',_~.;:::__2'''''-_f' .... I""i'" 1/k'P/>Jsp/ld1'
HYPoxdnttune glJdnJne

pnospnorJbosyl trdnsferdse

(H6PRT.J

ÔUdnJne ----------7-:::::--~::;:---------t., ôIJdnL1sine ,onopnL1spndte (ôlfF'.1

(OIJ 6-tllioglJdnJne.l / \ 1
f'RF'f' f'f' ..

GDf'--..~ dôOf'

~ t
rny,idJne Undse RNA+- ôTf' dôTf'

dTlff' ~ dTOf'------~.drrf' --".~i
,tThy.idyl,l, 1\

\srntMtdse derf' dArf'

(lOf' ~d/JOf'----•• d{l!ff'

Voies métaboliques interveIll1nt dans ll1 sxnthèse des acides

nucléiques.

Lorsque la voie principale est b10quee par un analogue de l'acide folique tel que

l'aminopterine (l) 1 les cellules doivent emprunter la voie secondaire utilisant

l'fIGPRT et la thymidine kinase,

Les cellule:::::. HGPRT~ peu\1ent être selectionnees avec du milieu contenant cie la 13

azaguanlne(.J,) , qui est incorporee par la \1oie de l'HGPRJ (d'après Goding, 1986),
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Apres encore deux semaines, on peut utiliser du milieu R PN] - lm; SVF, et ce

jusqu'a la lin des manipulations.

Cette tec1JDique permet de sélectionner des hybridomes contenant il la fois le

chromosome X des lymphocytes B, portant le gène HGPRT et les chromosomes

contenant les locus codant pour la secrétion d'immunoglobulines.

2.1.1.- .CfllLvJes my.fùJ:!JJIateuses

La lignée cellulaire 8])2/0 de IIJyelome de souris Balb/C provient de AlCC

(American Type Culture Collection).

Les cellules sont conservées par congélation dans l'azote liquide. Après décon

gelation, elles sont cultivées sur du milieu de culture RPN] 1640 <SEROJtfED.,

B10CHRON K6, Berlin, RFA), additionne de 2 X 10':'}[ de ljlutamine, de 5.10 4 ,ug d.e

streptomycine DL4JttANT 608.4 WiaInant, Puteaux, F) 1 de 5.10'" unités de penicilline

DIANANT 4642, et de 10% de sérum de veau foetal <SVF) 1 ŒUROB]O, Paris, France).

Ce myélome est non sécréteur d'immunoglobulines, sensible au HAT et HGPRT-. Les

révertants HGPRT+ sont inhibés par culture pendant 1 cl 2 semaines sur milieu

additionne de thioguanine (4 flg/m]). Avant la fusion, les cellules sont cultivees

sans thioguanine pendant 8 jours

2.1 .2. .. Sp1.én.os;,;yj;.1112

Les lymphocytes théoriquement en phase exponentielle sont obtenus après

prélèvement de la rate de l'animal sacrifié. La rate est broyée dans un potter,

les cellules suspendues sont collectées et centrifugées dix min <:1 400 X g

(centrifugeuse Re 1000 JOUAN). Le culot est alors dilué dans 10 ml de Dulbecco's

PBS, pH 'l,S, NaCl 130 mN, Na:?·flPO.·/5mftf, KH·PO.dm]t[, NgCL.?· 0,6 m}[, CaCL·· 0,6 mN.

Les lY'mphocytes sont alors comptés grcice a une cellule de Tl10NA après

coloration de Tiirk (violet de gentiane 200 X 10<~ g, acide acétique 98% 3,3 g,

eau distillée q .s.p. 100 ml). Cette technique histologique permet un comptage

aisé des lymphocytes et des macrophages, seules cellules intactes et légèrement

colorées après la ly.se des hématies par l'acide acétique.
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:2.1.3 .-J[iKl.I.VpJJlJfJes;L_pJ!ll.:iiOIlfJfJJJ",'"

DeU.'o: ou trois 03ouri ,"-.> Balb/C adultes sont sacriIiees, la peau de l'abdomen est

passee j l'alcool Li 701~ V/V JJuis retiree. Environ 10 ml de RP}!] sont injectes

dans le peritoine puis reaspirés après massage doux de l'abdomen.

Le hquide recupéré est alors centrifuge 10 min j 400 X g <centrifugeuse Re

1000 JOUAN) a tempéra ture am bian te. Les cellules du culot son t alors comptées

grace au colorant de Tl/j'if et conservées sur de la glace jusqu'à utilisation,

:2 .1.4. ,-- .dgeI).j;;__de f'ufiioJ)

L'agent: iusogène est: le Poly-éthylène-glycol pur type 4000 <PEG) CROTH,

Karlsruhe, RFA), 20 g de PEG E;ont autoclaves pendant 45 min afin de liquéfier le

compose, puis ajoutés a 28 ml de DPB8 à 15% de diméthyl sulioxyde W]i[S'Q)

(Jr[ERCK, Karlsruhe, RFA).

La solution est alors stable, stérile et utilisable pendant plusieurs Inois.

2.1.5. - Xilieux-lltilisés

La culture cellulaire des hybridomes se fait successivement sur RPJ.[1, HAT et lIT,

dont la composition est décrite clans les tableaux VI et VII.
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TABLEAU VI

RI'HI 1640 - CUNPC,/8ITION DU NILIEU DE BAS'E

fJ1J.J!.fLJ.fJlW':$ dt; forO/e levo'),!"œ O/g/l

finde aspartiql1e 20

fiude glutalllique 20

firglnlne }OO

fisparagine 50

0~t1ne M

Glutamlne 300

(1)'cine 10

HIstidine 15

Hydro/<ypo1ll7e 2(,)

Isoleucine 50

Lellc ine 5(}

Lysine HO 40

/1,:lflionine

f'Mnrlalanine

Proline

Serine

Thr~onine

Tr)'ptophane

TyrQsine

Valine

15

15

5

20

lill/ces COfl/,Qc1C;aotc; IIIg/l

Glucose 2 000

Gliltathion r~dllit

h'Ollgl.' pMnol

Vi tamines

fic ide folique

Biotioe

I"itamine B 12

f'antothenate de calcil101

(MMI.'!'e de [hol ine

/nosilol

Niwtinanllde

p-aOlioobeOIOJ'ql1e acide

f'ydoxine HCl

Ribotlal'ine

ThianUne HO

$1i.15 Mganiqws

Na Ci t: (,lM

(l ;- KCl 400" ~

O,OOS N02Hf'04, lH~,O 1 512

0,25 /1gS04, lh':"O IO(}
.,

NaN C03 2 O(}O
"

3S Ca (NO:])2, 4H20 100
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TABLEAU VII

Préparation du milieu de culture et des milieux de sélection

SLlliit/Lln US! SOl ((hw LaMratLlrJ~s! U/{)

H..IpLlXanth1n~

fiml.7l1pt~rJ n~

r!)rm1d},7~

H.lpllxaatl~I n~

r!1rfllId},7~

h'Fit! 16"4()

Nah' CO.,, IOJf. fil/V!

Str~pttlfli.l'C Ine Olfi!1HNT 6084

PenIcIllIne D!4/14NT 4642

/1!!an f IIt/Usat1J.1o

PVliil'at~ d~ St1dl/JfII ISerLllJiedi

svr [,'7aulf~ aSi; 'c

Ci'eot4'r:lleOient

["glutamlne 1519111a)

H,q T 50,(

Ht SOl

S (i(lO )I/'f
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500 ml

li) 9

5, 10 4 J/9

5, 1i)4 il!

IJ 1V/VI

l(.lt (V/Vi

2 ,( 10- 3 !1 (51 le milIeu ~st pr~t depUIS plus de 15 jours)

1(i 1111
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2.1.6. - Déroulement de la fusion

La iusion s'eiiectue en milieu sterile, sous hotte li flux laminaire afin d'éviter

tout risque d'iniection fongique ou bacterienne, A\Tant la iusion, tous les mi

lieux sont mis au bain marie a 37 ··C .

.'~:uivant le cas (tab, Vi .. di11erent8s quantites <(] X lu7 ci 3,'7 X 1(8) de

lymphocytes sont me1angees a eJes cellules myelomateuses de façon à avoir un

rapport variant de 1/10 a l/lUOO dans un tube à centriiugation, qui est alors

SO ml avec du {IrES' prealablement chauffé a AprèS une

centriiugaUon de 5 min, a 400 X g et à 15"C, le surnageant est eliminé par

retournement du tube. Le culot est alors doucement remis en suspension par

tapotement ,jans 1 (1 ml de milieu,

On ajoute a10Te':-; aLI.Y cellules 1 ml de solution de iusion, goutte il goutte et sous

agitation pendant 45 s. Le processus de fusion est alors stoppé par addition de

50 ml de DPBS en trois fois pendant 30 05 afin d'éviter de brusques variations

des conditions de pH. Après une centrifugation de 5 min à 15'C et 400 X g, les

cellules sont remises en suspension dans un ilacon 'vec 12:J ml de milieu de

selection HAT. On ajoute alors 6,1 o~ macrophages péritonéaux dans les cas des

fusions efiectuées avec un apport de cellules nourricières. La suspension

cellulaire est alors distribuee à raison de 100 pl par puits dans des

microp1aques de culture (96 puits, COSTAR, France), en prenant soin d'agiter la

suspension régulièrement afin d'éviter que des cellules n'adhèrent au flacon,

Les cellules sont alors cultivees pendant une semaine dans un incubateur à 37"C,

5!~ de ca· et 95% d'humidité.

Les colonies cellulaires sont obserl,Tab1es 31Tec un microscope à contraste de

phase inversé, 100 pl de milieu HAT sont alors ajoutes dans chaque puits, et les

cellules .='iont remises dans l'incubateur. La culture se poursuit alors et des

changements de milieu par aspiration et ajout de milieu neuf sont effectués tous

les;:: jours .

.4 parUr de ;:: semaines de culture, le milieu prélevé dans chaque puits peut être

testé par ELISA sur un revêtemen t d 'immunoglobulines d'isotype recherché.
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3 J(lJTHODES DE CWNAGH

Le clonage est une etape essentielle fi l'obtention d'anticorps monoclonaux

;;ecTetes par un clone, pro\fenant de divisions successhres d'une cellule mère

indilIerenciée et unique. Le clone ne contient donc que des cellules phénotypi

CJuement et génétiquement identiques.

Un preJnier clonage sommaire s'effectue grace il la separation physique des

cellules par la distribution dans un nombre important de puits de culture,

Fariant ici entre 240 et 21 1:' '1.

La technique de dilution limite suivant une loi de PoissDn (CoLler H.A. et al.,

1986), est la plus repanclue pour .1. 'obtention cl 'une lignée cellulaire homogène.

C'est une llléthode valable pour obtenir des hybridomes stables.

PROTOCOLE DE LA DILUTION L]J(]TE

Le but désiré est d'obtenir des clones cellulaires. Pour cela, les plaques de

culture doiFent presenter moins de 30;;~ de puits aFec une croissance cellulaire

(}fac Kearn l'J., 1982). Les pui ts son t observés une semaine après la fusion au

microscope inverse. Lorsqu'un ou plusieurs clones sont détectés dans un puits,

celui-ci est mis en suspension dans du milieu de culture et un aliquot de 100 pl

est préleFé et déposé dans un hélllatimètre pour un comptage cellulaire. Un calcul

penllet alors de déterminer le volUlne de suspension cellulaire à prélever anD

d'obtenir une concentration finale de :::,5 X 10 2 cellules/ml, grâce à deux

dil utions successi ves de 10 en 10.

Les clonages s'effectuent sur des plaques de culture stériles de 96 puits

(COS'TAR). Chaque moitié de plaque est enseillencée, soit avec 25 et 50 cellules au

total. On aura donc en moyenne 0,5 cellule par puits dans une demi'-plaque, et 1

cellule par puits dans l'autre demi-plaque. On dépose 200 pl de suspension

cellulaire par puits.
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Apres une dizaine de jours di:" culture pendant: lesquels le milieu a ete renOLwele

par aspiration et remplace par du milieu neui toutes les 48 heures, une

observation au IIlicroscope permet de c1etecter les puits ou il y D croi.'3sance

cellu.laire. Lorsqu 'il .y a sufti.,:,:;aIIllflE'nt de cellules, le surnageant de culture peut

tH.Te T'rtdeve sterilelnent. alin de procéder au test ELn,A qui permettra de

detecter si la spèciJiciU,-' des AC secreté'3 correspond a celle rec11erchée,

Trois clonages succes.'3ifs sont: necessaires allant de pouvoir obt:enir des c'1ones

speciliques. Neanmoins.. des clonages supplèlnentaires peuvent s'averer neces

saires. Le dépistage est une méthode permettant de l'èriJier la c10nalitè des

cellules : lorsque tous les puits DL) une croissance cellulaire existe donnent des

reponses positives, l'on peut considerer que le clonage est termine.

A ce moment., on peut proceder à l'étape suivante qui consi'3te â étendre un clone

par pa.c3sage successil en pui tE. de 3 ml puis en boites de 25 et 75 cm',

4- DETECT ION DES CLONES SECRETEURS

La principale tedl1'lique que nous a,Tons choisi d'employer e..""t Lin immJno -dosage

en phase solide dénommé }j.L.I.S.A. (fj'nzpne linked immuno-sorbent-assay), la deu

XiE'JIle t.echnique est celle des dot iInmunob10tt. qui repose sur le même principe

de dosage immuno-enzymatique llon compètitiI.

LeE; deux tecllIJ iq ues .":':~on t: couralllmen t utilisees pour la détection des an ticorps

monoclonaux ŒrenI1i1ud D,N. et al., 1986) <Paolueei F., 1986).

Une ]Jrécaution es,c3entiell& il c:et:te étape du travail est le choix de l'anticorps

que l'on fixe sur .le support soUde.

L'antigène d'immunisation proFoque lui -même la 10rmation d'anticorps dirigés

contre ses propres epitopes, autrelnent dit des élJJticorps anti-- idio(ypes. Ceux-ci

Font èFidemment reconnaitre la molécule qui il senTi il l'immunisation. 11 est

donc évident que pour éviter des réponses positi,res abondantes et surprenantes,

il Jaut cho_1sir un anticorps différent de cette mo1écu.le pour le test de

detection.
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L'anticorps que l'on désire détecter est représenté par l'anticorps de souris

secreté par les hybridomes. 11 peut lormer un complexe anticorps antigène avec

J'antigène adsorbé sur le support solide, po1ystyrène dan;=: le cas du test EL18A,

nitrocellulose dans le cas du blotting.

Le complexe AG/AC qui se forme est detecté grâce li un 2ème AC anti-anticorps de

souris, couplé a une enzyme, la peroxydase de raifort.

Le complexe ihl,Juno-enzymatique qui se forme, donne une coloration proportion-

nelle a la quantité d'antigène presents dans le surnageant de culture (fig. 11),

•
SUbstrat S

nase sol ide Imml/noglo- IinticLlfp5 4nticorps conJl/gl/~ COlllplexe Substrat S oxydé

bl/line de 5J)~lfJ5 a l'enzyme iflDll/no-

hUMaine (AO (AO enzyftla tJque

(46)

FIG. 11 SCHEXATISATION DE LA TECHNIQUE ELISA
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4.1. If;;f2t .HMS./l

4.1.1. .. Tampons et solutions utilises

~ Revêtements des plaques

Les plaques de mic:rotitration de 24 puits (COSTAR) sont revêtues avec une

solution ci 'immunoglobulines hunwines, dans du carbonate de sodium 50 mJl[, ajusté

a pH 9,6 avec du NaHCO·;· solide, de concentration variable de 0,66 à 2,66

pg/ml,Les immunoglobulines employees sont des protéines purifiées provenant du

laboratoire, dont les caractéristiques sont présentées dans le tableau VIII.

C:es protéines sont: stockees sou::..~ lorme 1yophilisee. Après dissolution dans le

tampon carbonate, la concentration en protéines des solutions obtenues est

\7éritiée par spectrom(::trie d 'absorbance <Cl 280 nm.

La loi de Beer-Lambert !)(::Imet de determiner l'absorbance A cOllnaissant le

coefficien t d'extinction des proteines pour un parcours opUque (cuve de quartz)

et une concentration de l~(,(m/v),

a
A 14

lem

Les diverses solutions utiliSées pour le test sont rassemblées dans le tableau
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TABLEAU VIII -- CARACTERISTIQUES DES IXXUHOGLOBULINES EXPLOYEES

NOI1 SOUS CUISSE Ti'f'[

I:iAZ 6 /(

GI!f 6 L
I~CH 6 L
R~$ 6 li'
ZE6 6 K

JM 6 " K"NIC 6' " II'"f,"tiO 6 2 L
R~I 6' " L"
SNI 6 " L.j

!'fU 6 " /(.',

REN G " Il.'
SUI 6 " li.'

------------------------------------------------------------
CHR,I 6 <1 L
SEN G <1 k
FlN 6 <1 L
HRU 6 " Il
HUI 6' " L
FRI 6 " K
FOI 6 " k
SUi 6 1 li
CHE 6 ! li
UR 6 1 L
THE 6 1 /(

S16 6' 1 et "

"
BOU R k
LOI il K
LOF R K
/fOB li li'

mo li

BIC Il L
SON Il k
On: Il li'
6AT il K
LRT Il K

0/ 0 K
0" D L"fi"· D L1.1.'

LIN 0 L
SRL D L
LRN 0 L

<voir suite tableau page SU1;:"nte



:3uUe tat,leau VIn

Fab

VON

KERN

NRIll

ARr

BOUN

l'HE

HEN

11'0[1;3

S'OD

(JEN

52

L

L

L

K

K

K

j{

j{

K

L

FC FC 1 F'C BER

pep F'C
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TABLEAU lX
SOLUTIONS UTILISEES POUi\' LA l'HSE EN OEUVI?E DU TEST ELISA

11 l',B.S', <pho:=,phate buffer(?d saline.! - pH 7,4

NaCl 130

5

lllN

mN

KH.:·ru"

, [',B,;3, [i'feen

Tween 20 (,Sewa)

P,B,S.

1,5 m}f

0,05 ï m/V

B.S.A, 1 :<; m/V

Azothydrate de sodium 0,1 ;;~ m/V

~QlutiQ1l_d.f~__.L'.wilicQTPS cQ,l]jUgJié._iJ__Lfj]JZ'x:JI1fL_CI.AG/2JJ.J,lL1JJJ,!;j'QIll..J.-_Œ(,2'fj}

Anticorps de chèvre anti'-anticorps de souri.'::"

couplé à la peTŒ".:ydase, anti- UgG -/- 19}f) (}{ + L), dilué au 20 OOOème (V/V)

dans du PBS Tween

Pour le substrat 3, 3', 5, 5' tetTalll6'thyl benzidine CINB) acétate de sodiufll 140

lllN ajusté 2\ pH 6 avec de l'acide citrique 100 mM

J'our le substrat OPD : plJOsphate bipotassique 100 m}f ajusté à pIl 6 avec de la

soude lN

I2JÛ1JJiQlI_1L'ÇJLLé.t_d.J;;_JfLL~1JQtLon.

Acide sulfurique 2 }f
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{Jans' unprell}ier tem.ps, 12 sub:.=,trat uri.liE;.::! a ':'Jte 1 ;ortho··.pilen.ylene·-diamine

((:)[i1:l),1 <,~,'IGjl1AJ et l'jI·Cr·· a :.~:()\~ {{//V,~.

L'Ctj~) f!tant. un (~'omI)o:~:;e tTE'J,':::-; VOlatile et replite cancer-i(f5ene} nous â\lons pr-efer"e

utiliser pour la suite le l'NB (FLUKA), Les per10nnances des cieux procede.,,-, ont

t.'t.e c:om[.!arèe.s par d'autres cherc1JeurE; Ciu laboratoire et: s'avèrent semblables.

Solution exte11lporanee cl 'OrD ; 1 (.1 lnl par plaque O1"D l't., (/tf/V) dans le tampon

de revelation phosplwte de po [:assi Uln , 100 mN, pH 6 .- Ajouter 4 pl d'lf.Q;:· ,j

30% <VIVI

t S'olution exteJJJporanee de J}fB 10 ml par plaqLe, Préparer une solution

5'toc:k de l'HB 10:::' (plV) danE,le DNSO OfERCK, Karlsruhe, RFA), 8e conse~ve

15 jours c1 f 4 'c et il l'abri de la lumière,

Diluer extemporanement 100 !Ji cIe la solution ,'3toc:k dans 10 ml de tampon

de révélat.oin phosphate de potassiUln, 100 mH, pH 6,

Ajouter 4 pl d 'HoU à 3(n (V/VI

J JélnoiIls de la réaction

Témoin négatif: j',B,s, [VEEN

ou milieu de culture RP}fJ lô40 1 SVF 10Z V/V

ou sèrwn de souris non immunisee dilue au 1/500

Témoin positif: Conc-ent:re de surnarfeani;.s de culture de différents clones

connus T'our leur positillite,

ou senlln de Douris imlllUnisée ciilue au 1/500

ou ant.i IgG3 2'!A <1 0,91 mg/ml

(}fadame Françoise C;BRARD, Centre de Transfusion de Liè15e, Bel15ique)

ou anti-- I,i{G4 VBY4 14D 11 à 0,8 mg/ml

(}fonsieur VALLET, Université LA VAL .- (/uébec)
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4.1.2.1.

Un distribL/J"" 76 pl par puits cie solution cie rev,?tement de concentration variant

de 0,66 ,,~ 2,C)() PE"/In1,

Un 1ai:::,se incuber les plaques une nuit Li 4 "C,

La plaque est vidée par retournement puis la'vee trois [ois au [',B,l:", Tvleen dans

un laveur de plaques TITERTEK <filml La bora tories, PUTfiWX , FRANCE),

On distribue alors 1150 pl par puits de solut:ion de saturation, On incube ~' 1] a

riC-,couvertes ci8 manière herml~'tique, L'incubation peut aussi se [aire une nuit à

f 4 cC,

La plaque est i.i nouveau l.JFee ,j' lois au P,li,,~), Tween, On dépose la solution

d'anticorps pure ou diluée dans le P,E,S', <surnageant de culture, liquide d'ascite

eluats chromatographiques,,,,), d raison de 75 )ll par puits,

C,:]wque plaque reçoit un temoin positi[ et ne{!;atit, (aJaque dilution est testée en

double,

L'incubation peut se faire ,c.' fI al 3:7 'c (Ou 12 H à + 4 \.~)

AprèS .3 lavages au P,B,S', Tween, on ajoute 100 )ll par puits de solution clu

conJuguE', Les p.laque:=> sont mises li incuber li -{- 37"C, une heure exactement,

La plaque doit etre lal'êe 5 [ois au P,B,S, Tween et une dernière lois avec le

tampon phosphate de potassium pour 1 'OPD ou al'ec .le tampon acètate/citrate pour

le TNB,

100 ,ul de solution extemporanèe cie substrat sont ajout.ss dans chaque puits,

La reaction enzymatique s'effectue, donnant: un substrat oxyde, dont la coloration

apparait: en une dizaine cie minutes,

La U'.'dction e,,,,t stoppée par adelit.ion de 25 pl par puits cl 'acide sulfurique 2 N.
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La coloraticm e.st alors lue aI10': un .spe,-~trCJphotoJlletre TITERJEK avec un filtre

adajy(:e, 4'-':c.' mil pour l'OPD, 450 nmpouT le [NB,

4.1,;3. lVise ~u point du test

La specificite de rec'Onnaissance de.", 18 adsorbées il

réponses obtenues avec l'incubation d'an ti-- ~>j-G3 il 0,91

0,2 mg/ml et de temoins néBatiis,

ét:é con tTôlee par les

mg/ml et d 'anti- [gG4 à

La sensibilité de l'ELISA a etè dèterminee en effectuant des tests avec les mêmes

revêtelnen l:s ci clifIérentes concentration",:, ainsi que l'éwti-l~'SG.3 ci .3 iJ.1utions

lU-", 2 X 10 et 10', Les solutions mères d'immunoglo--bulines ont ete dilUées

de manière a obtenir :

;';;:'00 ng'puits " 100 ng/puits et 50 ng/puits

4.2.- DotJllJl11JlJJ_Q011Jlt

4.2 .1. - Réactifs

Les n~açtif.,,-; utilisés sont rassemblés dans le tableau X

4.2.2. -- l'rotocole du test

4.2.2.1.- Rlll'f'J.Jf!JJJmLLJ1JJ support.

Prendre un [jUre de nitrocellulose cjuacLrillée (]t[illipore) , Travailler avec des

gants afin d'Eviter toute contamination de la nitrocellulose.

Déposer une goutte cie 1 pl ci 'antigène (anticorps humain) dans du T.B,5', à la

dilut:ion choisie, sur c:1Jaque carre du quac1rillase.

Ut:iliser une pipette délivrant un pl (I/A1HLTON.I,

Laisser séclJer une heure à température ambiante
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TABLEAU X

REACTIFS' UTlLI.'J'ES J'OUR LA Jfli:/E E'J{ UEUVRh' DU DOT L/I{J(UllOBWTT

SW!LtiQI1 -SisLJ.{J VilfJft

T.B.S. 50 mX, Tris lIGl, pH 7,4

BaCl 200 JII}[

SQ}utiOJ.L__dJL sjJJuIJJJiQ.I1

T.B.S. 50 lnN, Tris lICI, pH 7,4

Caséine <l'LUKA) 1,5% (X/V)

[>olutiaJLJifLSlQJLÙJgJJJ!u;;nzyme-- illLtif2QL[).{2

C'est un anticorps de chèvre anti--l1nticorps de souris couplé il la péroxydl1se

Anti--IgG (lI -/- LJ (NORIJIC) 1/500 (V/V)

T.B.S. 50 mK, Tris HCl, pil 7,4

SJJl!ltion d_e.--L.GY.fÛa ti.Q11

t Solution Stock " (consenra"tlon quinze jours, 4 'C, obscurité)

4--diloro, I--naphtol il 3:(; (N/V) dans du llléthanoi

g Solution extempOraDf.ie

Solution Stock

6 % CV/V)

lL,u· 30;;~ (V/V) 0,4 "/,'" (V/V)

AJLticorps----.lJJ..QILQÇ1QIJllliX.-fl~.TêtèreI1œ

Anti--IgGl, an"tl- IgG2, anti-IgC3, anti-lgG4 BIO- YEDA <Israel) 1 anti--l~"JG UN IPATH

OX01D dilués il 1/1000 et l/bOOOO dans du T,B,S',
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4.2.2.2. Sa tIlŒ-kjJ;)JLJ1es _si tes __iJJ2jLédiifjJJf]g

Additionner.} ml de solution de saturation dDn::" une boite de Pétri ou est dépose

le 1i1tre. Laisser inc:uber 1 h Ci 37 "C, puis aspirer l'excedent de solution de

saturation.

4.2.2.3.- .1Jl.ÇJJJm,tJsIlLJiU.fLgJWLJ;iolL d !AI.:

Ajouter 1 ml de solution d'anticorps de souris, pure ou diluee dans le T.B.5'.,

dans un tube de 2,5 ml,

Incuber UIJe nuit à + 4 "c <ou 2 h él température ambiante), sous agitation.

4.2.2.4. --- j).épi)..t_de_~IliiÇQr:p..f;L.Q;}JJ~.iL~f]

lncuber 1 nJ1, 2 fi à températ~re aInbiante et sous agitation. Eliminer l'excès Imr

aspiration

4.2.2 .5. -- l1mctiQJ,LJJM,71JJI.1Lt.i.qJJf]

Laver quatre foiE; il trois min d'intervél11e aFec le tampon T.B.;:";.

Ajouter 1 JIll de solution de rèvelation dans le tube.

Lélisser incuber 20 min a tempera ture ambiante et aspirer la solution de

réVélation. S·topper la reaction par 3 lavages L1 l'eau distillée.

Laisser secher.

Les filtres doivent être conserves à l'abri de la lumière. La coloration e.3t

évaluée à l'oeil ou par densitomètrie (CRETAG, Regensdorf, Suisse).

4.2.3.- Xise au point du test

La sensibilité est testée par différentes quanti tes de re,rêtement ;

500 ng par dot - 200 ng par dot - 100 ng par dot et 50 ng par dot
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Lcn--',sqUfJ cIe,:::~ (-'.1 ()n eE; c,·el.lulaiTes s-c)nr oL:ser-va!.Jle.-:....~ Cian.'.:...=, 16!s .!)uits cie culture,. le

'O-;urna8eant peut etre recolte alin C!',"tre teE,te par la methode c'1lOisie.

Le si.lTnageant est preleve sous l10tte à flux laminaire afin de preserver la

cul ture cles micro- organismes et c,l]ampignons.

Avec des Tnicro-plaques de 96 puit.s, on recolte 1150 pl par puits, avec des

plaques de 24 puits, on peut aspirer 1,5 ml de surnageant.. La majeure partie de

nos fusions ont éU,' efiectuee,,,,; sur de:s Illicroplaques de 96 puits, ce qui ne

permet de tester les an tic'01ps secretes que sur une seule speciticité (Pl). Or

des tests croises s 'avèren t necessaires pour selec,tionner des hY'briclomes

monospecifiques. Afin de nous permettre de tester simultanement sur -plusieurs

prol:eil1es de rel'êtelIlen 1: Pl et F~? de E"ous-classes ditterentes, nous avons dilué

les surnagean Is de cul !:Ure de lnanière il a voir des \lol U1Iles autorisan t plusieurs

te::::;ts.

Le 1er test permet d'elil])iner les puits qui donnent des re,TJonses positives 11Dns

les 2 cas, aiin de ne garder qu'un clone potentiellement IEonospecitique.

C'e puits est alors clone a nouveau et des que son état de déFeloppelnent

cellulaire le permet, teste à nouveau sur la proteine recherchée et sur une 3éme

proteine (p,j). La techn,ique peut être aussi poursui l'ie par un test sur une

quatrième proteine (['4) ci'isotype dilferent de Pl, ['2 et P3 (fig. 12),



Observation des puits au microscope
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l
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Figure 12 SchémlJ chronologique du c10DlJge

Yi, 1'2, P:..1 et P4 sont des protéines, iIIllIlunoglobulines hUIIlaines

d'1sotype ditterent

Exemple de stratégie : recherche d'un anticorps anti-lgGl

Pl =" IgGl différent de celui qui a servi à l'imJJJunisation

P2 ;:: f/;(~'2 ~ P3 = IgG3 "7 N = IgG4
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cmmimv AT ION

En âehoT:"" d.:" l.a'semainE' qui suit la iusion en el1e-'mêlIle, les hybric10lIles

nèce.-::;sitent une sUTFeillance reguliere avec; chan8ement de milieu toutes les 45

h, le t.elflps de duublellïent etant très r3.j'.:,'id.e.

Apn':':'3 les étapes de clonage, 1 'hybridome obtenu est étendu par passages

successifs et progressifs dans des volumes de culture supérieurs (2, 10, 30 ml),

11 c,.:! mOllJ en t, 2 méthodes sont possibles pour la culture du clone, iIL.V1Y.Q ou ln.

5!.1tro,

La cul ture se !)oursui t en flacons de 75 Cill " et permet une récol te de 25 a 28 ml

de surna8eant tous les 2 jours,

technique des ascites

intrapé'·

(BIGNA)

Des hybridomes, injectes intraperitonealement dan.':::; des souris, induisent la

producL,on cie tumeur et cie liquide ci'ascite <1 concentration eleFée en anticorps,

Les souris choisies d.oivent ëtre de même espèce que celle dont déri",e le

myelollle init.ial,

Des souris âgées de Ci a 8 semaines environ, reçoivent une injection

ritonèale cie 0,5 ml cie pristane (2, Q, lU, 14 tétramèth)r1pentadécane)

(llUOG.HNRAAD N.J. et nl., 1986).

10 jour.s après, on injecte par l'oie intrapèritonéale 0,5 ml de milieu de culture

RPJ.fI contenant 5.10'; à 10'" cellules,

Il se développe alors une ascite èV'll1uée éi l'oeil au bout cie 10 à 15 jours. Le

fluide ascitique peut alors être prélevé : les souris sont sacrifiées et la peau

de l'abdomen découpée, Le liquide est prélel'é stérilement dans le péritoine, puis

centrifugé.
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Le surnagean t reeupere e~~t immedia remen t Gonselé aiin (1 'elli ter toute dégrada tion

par des proteases endogènes.

On reeupère environ 4 à 6 ml de liquide cl 'ascite par souris.

Par précaution, tout clone important doit être gardé en culture de façon

cont.inue. Un repiquage régulier en boites l" 25 cm" assure une croissance

régulière et permet d'effec:tuer un test de stabilité au cours du temps.

Deux jours avant la congélation, les kybridomes sont repiqués dans deux boltes

de 75 cm". Au jour de la congélation, les cellules sont théoriquement en phase

exponentielle. Une observation au microscope permet d'évaluer leur état et

cl'élilT1iner toute suspiscion ci 'infection par des micro-organismes. Un test de

Fiabilité par exclusion du bleu Trypan peut être utilise : ce test quantitatif

permet de compter le pourcentage de cellules mortes qui sont identifiées par

leur pennéabilUé li un colorant, le bleu Trypan. Cette méthode a été

standardisée par S'chreck (1943).

Les cellules sont mises en suspension et 10/ à 1 C" cellules sont recupérees

puis transférées clans un tube conique stérile de 50 ml. Il sera cen trifu8é 5 lnin

j 400 X g.

Le culot est remis en suspension clDns 2,5 lnl de S'VP. On aura pris soin de

preparer 5 cryotubes dans un portoir spécial, pennettant de trav"Diller sur de la

glace pilee.

500 )11 de suspension cellulaire sont délil'rés dDns chaque cryotube. Un l'olume

identique de SVF contenant 10% de DJ.fSO (V/V) est ajouté rapidement, amenDnt la

conc'entration finale de DNS'O à 5%. Les cryotubes sont alors placés dans une

boi'te cIe polystyrène 2l 70·C pendant 12 heures, puis transférés dans l'azote

liquide, ceci afin cI'eJfectuer une bflisse progressive de la température.

Le DN8D est un Dgent cryoprotecteur qui se révèle toxique pour les cellules à

concentration supérieure il 5% et à température ambiante.
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Un prenciTa dow; soin de lTilvail.l.:ê'T di 4 oC penûant toute ceUe manipulation. Les

cellules peuvent être CDn;="ervees ainsl penciant L1e 10lJgues periodes. Le proces:':;;us

de dé<-.'ongelaUoIl est une operatloll delic:ô (:e, qui doit êtTe menee rapidement.

Le c'ulot doit É'tIe decolle le plus rapidement possible en plon8eant le cryotube

dans un bain marie à 37 'C, puis transvase dans un volume iJnportant de R}[PI,

dans un tube conique qui sera alors completé a 50 ml. Une c:entriJugation de

5 min a 400 X g permet de laver les cellules et de les débarrasser de toute

trace de ]W5'Q. Après élimination du surnageant, les cellules sont resuspendues

dans 2 à 3 lnl de milieu RP1!fI f S'VF.

Plusieur.-:..; puits cie culture sont a10rs préparés clans une plaque cie 24 puits afin

cl'augmenter 1es chances cl'm'-oir une concentration de cellules optimale " 0,5, 1

et 1,5 ml de cellu1e:3 sont dépOSéS. La plaque est placee dans l'incubateur pOUT

une nuit. Le ml1ieu est change 1e lendemain.

'( ~~ CAl<ACTEJ:U8AT ION DES HYBRIDOlŒS AP1ŒS CLONAGE

Un test HLl;3il effectue avrx' 30 ;Droteines, cles lragments d'imnJUnoglobulines et

des c:halneslegéres permet de déterminer 1a spéciLtcite de 1'anticorps secrète.

11 reste a ce moment il caracteriser son isotype. Ce1a est possible par Llne

métlJOde cie double diffusion selon Ouchterlony <19(2),

7.1. ~~ l'rinçi,[KJ

An ticorp,3 el. an t i8'èn(:'s ctiJlusen t spon tanémen t cians .la gelose.

11 se lorme au point d'équilibre entre AG et AC, un arc de precipitation, visible

directement OLi par coloration.

L'appar},tion de 1'arc de precipitation n'est possib1e que lorsqu'on se troulle

dans 1a zone cl 'éi'uivalence, sans e.\:ces cie l'un ou l'autre des réactiis.
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7.2.1. -- Réactifs

~JQ~ : Agar noble <DlFCUi, à 1 ,3:;~ (P/V) dans du tampon veronai 50 mJr[ pH 8,4

Anticorps de lapin anti IgG, IgG1, If5 U2a , IgG2b, IgG3 et Igltf de souris <TA GO,

Burlingam, [7/5A).

Ils sont utilises dilués au quart dans du PBS'.

AJiliÇQLJ12

Ct:' sont les AC secrétes dans le surnageant de culture. Celui-ci est concentre

environ 20 fois sur Centrisart IS'ARTORIUS, Gottingen, RFA), par une

cen triluga tion de 30 min a 2000 t/min.

7.2.2. - D(>roulement de la manipulation

llie ' .• C: 8elose sont CŒl1eS sur des lames ae lnicroscope.

{] puits peripheriques autour d'un puits central sont découpés à l'emporte-pièce.

10 pl d'antisérum sont deposes dans le puits central.

Le.s puits periphériques sont remplis avec 10 pl de l'antigène a caractériser

(anticorps de souris), a differentes concentrations allant du pur au 1/32 par

,Jilution de demi. La lame est mise ,j incuber 48 11 au moins à temperature

ilmbiante et en atmosphère humide. La migration est lente. Les zones de précipi-·

ta Li on SDn t observD bles sur fond noir.

LeE:, JnJJJf.'-:::, peuFen t 0'"l:re colortc'es a l'amido-sch W'arz

1 a-
D

6,12 a-
D

2/ ml

100 ml

1 000 ml

cH COO Na .. 3H:.Q

amido"schW'arz lOB

acide acetique

g1ycerine

eau distil1f:e q .s,p.

et decolorees à l'acide acétique dilué au U 1 Oème.
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8- flU.RIF ICATIUN DES Aln'ICQRPS

Le choix cie 18 méthode de purilicZJ.tion cie l'anticorps cie souris est dicte par la

classe a laquelle appartient l'anticorp,,,,; de souris.

Les anticorps de classe G seront purilies par chromatographie c1'affinite sur

proteine A--Sepharose 4B.

Les anticorps de classe }if seront purifies par chromatographie d'affinité sur

Concanal1aline A--8epllarose.

8.1.1. - Principe

La c1JrD1Jlatogrc.lhie cl 'affinité sur proteine k-Seplwrose 4B est une meUJOde simple

cie purilication des ilJlmUnoglubilines cie souris.

La proteine A est connue pour adsorber speciliquement les 19G2a, 19G'2b, 19G:] et

avec une lJloindre affinite, les IgG'l, IgN et IgA <EY P.L. et al., 1978).

Dans des conditions de pH définies, les anticorps de classe G' se fixent par leur

partie Fc: à la protéine A. Une é1ution séquentielle créant un gradient de pH,

permet d'éluer les 19G1, qui sont le plus faiblement lies, puis les IgG2a, lEfG3

et IgG2b.

8.1.2.- )[éthode

8.1.2.1.-- l'rvtéine k-SephaTose 4B <PhaT1Jlacia LKB, Uppsala, Suède)

4 ml de gel sont utilises, dans Ulle colonne é3 .x /30 mm. Toutes les manipulations

sDnt eflectuées en chambre froide, à + 4 'c.



8.1.2.2.

IZ;}[J} PC)':' il

Tampons utilisés

phc7sphace de sod.ium (.ii1 11
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pH 8,1

Tampon B à E ; cItrate de'=.;odiwJ1/ac'ide citrùlue 0,1 }f. plI \Tariant de 5,5 éi -3

Les tanlJ!OnS sont lil Cres prt:Jalablement: sur une melIlbrane 0,22 pm. Les tractions

recueillies sont neutra.lisees ,[Jar une solution cle pllOsphate clipotassique 1 fif.

8.1.2.3. Prutocole

If injection de l'ec1wn tillon

L 'échan tillon purifier peut être du liquide d'ascite ou du surnâiTean tu de

culture. S'on pH doit: ëtre ajuste il ;3,1 a\Tec de la soude 1 ]if ou par dialyse, une

nuit contre le tampon d'équilibrage <tampon A).

La colonne est préalableliient équilibrée avec;' le tampon A, pendant une nuit avec

un ciebit cie cl ml/h ou 2 h à 18 ml/h. Pendant la phase de dépôt cie l'échantillon,

le clebit est regle il 6 ml/ll. Pour les phases t-1',-ilutions, il serD. stabilisé é~ .1i:3

lIll/h,

La c:cilOlll1e est. en:5uite Lr'/ee avec le tamjJon A, jusqU'éî c:e que la D.O. des éluats,

lul=' par spectrom(?trie cl'absorption il 280 nm, atteigne O. Ceci permet d'eliminer

les prot:eines con taIfdnan tes, dont les iSN et les 18'A qui ne se lient pas au

support:.

't lilution des 19G

Cette elution est Séquentielle et pennet cie separer facilement; les sous-'c1asses.

Les valeurs de pH utilisées sont recapitulees dans le tableau XI.
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TAEL.EAU XI

ELUTIOH SEQUENTIELLE PAR l'ALlERS DE pH UTILISEE }fJUR LA SEPARATION

DES IgG DE SOURIS SUR COWNHE DE PROTEINE A

pH re(ollllil~nd~ pour / '2httlon

r~liIpon I1t1/1S2

1 Re8eneration de la colonne

/g6/

5.,5.

B

/g62~

c

/g63

., r:
,) .. ...'

o

/g62b

[

La colonne 8,=;t regeneree par passage pendant [: h du tampon E, avec un debit de

18 ml/h,

Le cycle se termlne par un reequi li brage de la colonne à pH 8,1 avec le tampon

A, Elle est prete pour une noulelle utilisation, Elle peut être utilisee pour .50

cvc:1es si elle est utilisee a\lec les precaution.s neC'essaires ,

Les eluats corresIJondants aux differentE: pics sont rassembles, ajustés à pH ;'

avec cie la soude 1 N, puis concentres par ultrafiltration sur membrane ANfCON

ete lU 000,

Ils sont conserves 8 20·C par fractions de 1 ml,

8.2.1.- Principe

La c:hromatographie d 'a t1ini te sur Con A U1trogel permet de purifier les

glycoprou.'ines et les pol'yoses, Elle peut donc être utilisée pour la purification

de::;; lSN,
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La concanavaline A est une lectine qui presente une affinité pour les residus

lT-D-mannopyranosyl, et o:--D--glucopyranosyl et des produits de configuration

tridimensionnelle voiSIne,

Les 19Jtf comportant de nombreux residus glycosyles, se fixent specifiquement sur

Con A-Ultrogel, La tixation est reversible et les I,g-}[ adsorbes peuvent être

li beres par une substance competi ti ve, tel 0:-D-méthylmannose.

8.2.2. -- Xéthcxle

8.2.2.1. -- Concanavaline A-Ultr-ogel (IBF, Villeneuve la Uarenne, France)

38 ml de gel sont utilisés dans une colonne <16 X 190 mm), La manipulation

s 'ef- iectue â l'abri de la lumière.

8.2.2.2. -- Tampons utilisés

TlJJ11pon A .. 50 mM Tris Hel - pH 7,4

150 mM NaC']

1 m)( )fnCL·

1 mM CaCL·

TaIlIpon B .. 50 mM Tris HCl - pH '/,4

lOO mJf NaCl

1 lll)f JfnCL

m}[ CaC]·

TaIlIpon C .. 50 mM Tris HCl - pH '/,4

100 m)f NaCl

1 m)f JfnCL·

1 Jll}f CaCL~

30 m}f (t- D-methylmannose

Tampon D " 200 mM Tris HCl - pH 8,5

500 IllM NaCl

TillIIpon E Citrate trisodique 150 m}f ajusté à pH 4 avec de l'acide citrique

150 m}f,
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Les tampons sont filtres prealablement sur une membrane 0,22 pm.

8.2.2.3. Protocole

cl Injection de 1 'txhanti110n

La colonne est equi1ibrée avec le tampon A une nuit avec un débit de 20 m1/h ou

4 h avec un débit de 64 ml/ho

L 'échan tillon à purifier peut être du liquide d'ascite injecté après clarification

par centrifugation ou du surnageant de culture concentré par ultra-filtration

sur membrane AN]CON 10 OOO.Il est injecté dans la colonne par volume de 8 ml.

Le debit est ajusté à 64 m1/h.

Le tampon A est passt: pendan t environ 3 h, de telle manière que l'échantillon

soi t en con tact a vec toute la hauteur de colonne.

La chromatographie est alors arrêtée 30 min pour permettre une intérac:tion

lectine-g1yoconjugue satisfaisante. Le gel est ensuite lavé avec: le tampon A afin

d'é11miner les protéines contaminantes, jusqu'à ce que la D.O. de l'éluat, mesuree

par spec:trometrie d'absorption à 280 nm, revienne à O. et de même manière avec:

le ti.unpon B.

t Elution des IgN

L'é1ution des IgN se fait par adjonction dans le tampon d 'cr-méthy1mannose. On

utilise donc le tampon C. jusqu 't~ ce que la D.O. de l'é1uat reviennent à O.

~ Régénération de la colonne

La colonne est ensuite lavee une nuit avec le tampon A, m'ec un débit de 20 ml/h

puis 6 h avec chaque tampon LI et E, avec un débit cie 64 ml/ho

Elle est alors rééquilibrée avec le tampon A, une nuit avec un débit de 20 ml/ho

Elle est prête pour un nouveau cycle de chromatographie.

Les eluats correspondants au pic d 'IgN sont rassemblés, dialysés une nuit contre

du FBS', et: stockés li - 20 ·C.
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8.3.1. Elf.:'ctrophorf.'se

La determination de la pureté des anticorps se tait par électrophorèse en gel de

po1yacry1amide sodium dodéc..'ylsulfate (,,::mS·pAGEl dans le procédé J'hast 8ysteln

(f'hannacia, LKE, Uppsala, Suède).

Les I-.'fot.eines sont mises en contact aFec un détergent, le .S'DS, qui se lie aux

règionf5 hydrophobes des ilnmunoglobulines, ce qui leur confère une charge globale

négative. Dans un 8el réticule tel que le polyacrylamide, les protéines migrent

sous l'action ri 'un chtunp électrique \1(3rS l'e1ec:trode POSitiF'? La mobilité e1ee'"

tToplJOretique est in Fersement proportionnelle au logarithme du poids

mo1E'cu.laire, chaque molécule ayant la même densite de charge et ne migrant qu'en

fonction de sa taille moléculaire.

8.3.2. - Prot(Xole

8.3.2.1.' Réactifs

,l gel de 8radient lineaire () à 25% CFhost-Gel gradient" Pharmacia)

2. bandes twnpon 8DE: Butfer str ips <Pharmacia)

8.3.2.2. " Solutions de développement et de coloration

Tous les pourcentages sont: exprimés en volUIne par volUJne. On prepare 80 ml de

chaque solution .

•Solution 1 ' Lavllge

Ethanol 50;::; et acide acétique lO:{; clans de l'eau

BolutioIl 2

Ethanol 1 M~ et acide aCétique 5% dans cle l'eau

SoluLion 3 -- Sensibilisant

G'lutaraldéJJ.yde 8,3% clans de l'eau



Solution 4

E<.'u

wvage

?1

Solution 5 .. Coloration

NitTfde d'argent O,25:\;: ';p/V) clans de l'eau

Solution 6 - Développement

Solution ext:emporanée 0,04% formaldéhyde dans du carbonate de sodium à 2,5%

Solution 7 - Arrêt réaction

5:'~ d'acide acetique dans de l'eau

Solution 8- Conservation

10:'r- acide aCétique et 5.f. gl::,rcèrol dans cie l'eau

8.3.2.3. - Néthode

La concentration de l'échantillon est déterminée par absorbance à 280 DlII, et

amenée à 0,5 mg/ml par dilution dans un tampon Tris/JIel -- la mX -- EDTA lm}[ -

pH 8,0

9 pl d'échantillon sont ajoutés li 1 pl de solution de SDS li 25% préchauLfée li

37'C.

Les dépôts sont de 1 pl par puits

La migration de l'échantillon se fait automatiquement grâce li une méthcx1e de

séparation programmée, dont les paramètres optimisés sont 250 V, lamA, 30 If,

15"C et 60 Vh.

Le développement et la coloration du gel, étapes suivantes, se font également

automatiquement.

Successivement, on a une t:ixation puis un lavage des ions du tampon, une

sensibilisation des protéines au glutaraldéhyde, un lavage suivi d'une réaction

avec des ions argent, un développement dans une solution de formaldéhyde.

La réaction est arrêtée avec de l'acide acétique, puis un dernier rinçage avec

Llne solution de glutaraldéhyde permet une bonne conservation du gel.
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9 VElx IF ICATIOl\] DE LA PURETE DES l'l{QTE L'NES DE LA "PROTEUlOTHEQUE"

9 .1 .L'r.inQi[}fl

f'realab./eluent. cl l'injection de ces prott;ines aux souris et a leur utilisation

pour le rel'êteluent des plaques pour l'ELISA, nous allons choisi de l'érifier si

les protéines étaient exemptes de contaminations.

j-'our sep8.rer leE:.; constituants prot:éiques d'un mélange, l'immuno'-élect:rophorèse,

qui combine l'électrophorèse él l'immuno·diiIusion radiale, est une méthode

apprupriée.

Le.cs proteines du Inélange sont tout d'abord séparées par électrophorèse. Dans un

deuxieme temps, l'antisérum est dépose dans la gouttière latérale. Par diiIusion

dans le gel, on const:ate l'apparition de complexes A6-AC sous tonne d'arcs de

predpi ta tion.

Tlll1lpon véronal - pH 8,4

DùiJthyllnalonyluree sodée 50 m}f

Dietbyllnalonylurée 1 (1 mM

Gel de iixation

Airar noble Diico a 3:1; (p/V) dans de l'eau ciistillee

Gel de migration

Agar noble Difco 1,3% <plV)

70 ml de tampon l'éronal

30 ml d'eau distillee

Colorant

!llIJicio--i3c11f'rartz 10 B 0,79% lm/V)

Aceta te d.e sod.i UlIJ El mM

27 ml d'acide acétique

100 ml de B-Jycérine

873 JIll cl 'eau distillée
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Décolora.nt

Acide acetique dilué au 1/10~me

Lavage

Eau physiologique tamponnee a pH 6,ô

9.3. -- L'r..Qtf:K2Qle

Une couche 1egère d'Agar de fixation est étendue au doigt sur des lames de

microscope 1'6 X 26 mm, qui sont ensuite mises à s~cher à l'étuve il 37 oC.

Les laInes sont pOSées sur un portoil de 6 lames et bordées par le gel de

migration, dont 30 ml seront ensuite coulés par chassis. Après un repos cle 1 h

à 4 Je, les pui ts son t creusés a l'aide d'un eInporte'- pièce "gel punch ".

Les solutions de protéines il tester sont déposées et mises à migrer dans le bac

à é1ectrophorEose pendan t 1 h sous une in tensi té de 20 mA.

La goutti~re cen trale est alors 8,ridee, et les antisèrwns sont déposés. La

migration se lait par diffusion une nuit en atmosphère hl)mide.

Les laIIJeS sont ensuite lavées :3 jours <'>\Fee de l'eau phYE.iologique tamponnée,

PUJE3 une dernlere fois à l'eau cUstillee pendant 1 h.

Elles sont enIin séchées sur du papier Vlhatman n 1 à 37 JC puis colorées.



10-' et 1( 4
) d'anti-IgG3 27A ont èté

d 'IgG3 NET) et des plaques T·· <IgGl, 19G2,
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RESUL-YAT..S

l'~ lUSE AU POINT DU TEST ELISA

['cur cette mise au point, deux anticarp,s de reactivite et de concentration

cleterIflinee.s ont ete utilises. Le ',c,ub:::trat utilise pour rèveler le complexe AG-AC

i_-~ et,t-j 1 '[.tfl[J, lr:.:-s f"epon:=-le.-;:, re;Dre.:s2fltt?eS par des hj.5to(~rammes sur les i'igures 1.3

et 14, sont lues a 492 Dm,

1 .1, ~ J){:terlIIiDa tion de la -Sl-UI1D ti té de rey:êteDren t nécessaire

Différentes plaques de microtitration ont éte preparees : des revêtements en

IgGl, IgG2, IgG3, IgG4 et IgA sont deposes à trois concentrations variant de

0,66 à 2,66 g/ml,

L'anti--IgG3 2?A est utilise aux dilutions 10-<, :2 X ID", et ID",

La difierence de DO entre T+ <plaques revêtues d '~ijG3) et T- (plaques revêtues

d'IgGl, d'IgG:2, d'~fJG4 et d'IgA) est superieure à 0,9 nm, ce qui est largement

superieur aux DO obtenues avec les T-, et ceci avec les trois types de

revêtements (fig, 14). La concentration de revêtement utilisable est donc celle

correspondant à une quantité de 50 ng par puits.

1 .2. - Con trôle de la spécitïcj té du test

Sur la figure 13 sont representes les résultats obtenus avec deux types

cl 'experiences.

D'une part, trois dilutions (10' <

deposées sur des plaques Tf <200 ng

IgG4 et IgA <i 200 ng par puits).

[l'autre part, t.rDis dilutions <10 1 .5 X 10-' et 10"') d'anti-IgG4 ont ete

déposees sur des plaques n (100 n8' d 'IgG4 HUIJ et des plaques T- <IgGl, IgG;:;,

IgG:} et IgA à 100 ng par pui ts) .

Un s'aperçoit que l'anti-IgG3 n'est reconnu que par l'IgG3, et que l'anti-IgG4

n'est reconnu que par 1 'IgG4, L 'an ti- IgG3 peut ëtre employé à la dilution 10 4

(90 ng/wl) , 1 'anti- IgG4 à la dilution 5 X 10 2 <40 pg/ml) avec les types de

revêtements utilisés.
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Dilutions en anti- IgG3

10- 2

ro 492 lllJl

2..8

2.6

2.,4

2.2

2

1..8

1.6

1.,4

1.2

0..8

0.6

0.,4

0.2

0

10 -2

Lü 492 nm

O.,}

0..8

0.7

0.6

O~

0.,4

0,,5

0.2

0.1

0

1cr'

Dilutions en anti-IgG4

FIG. 13 Contrôle de la spécificité du test HLü.>l!
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.~--------------------------------------------------------------------------------~-----------

-- .0 •• _--------------------------------------- ~ _

r~IYOlnS pOSl tl fs Vuan!l t~ dl? rev~tl?l1!l?nts/p6'1 ts

------------------------------------------------------ ------------'----~----------------------
/\151 tIf r:;:s;s lgl:/4 !il!1 ! (.1(.1 17g

--------------_ .. _----------------------------------------------------------------------------
N~gatJl CI Ig61, Ig62, Ig63, Igfl IN! ng

---------------------------------------------------------------------------------------------
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Le test ELISA sert à détecter les AC monoclonaL/x murins produits par nos

hybridomes. Sa sensibilité a donc été testée pour voir quelle quantité minimale

d'AC il pouvait detecter.

S'ur des revêtements en IgGl, IgG2, IgG3, IgG4 et IgA de 50 ng par puits, trois

dilutions <10-"', 2 X 10-'-=', et 10-- 3 ) d'anti-IgG3 sont déposées. Le test est

capable de détecter une qUt1ntité de 0,9 j.1g/ml (dilution de 10-"). Ces résultats

sont représentes sur la figure 14.

DO 492 nm

o
1 X 10-:

.. - :'. =: ,."

:.~:.,:

. L ..'

1 X 10-"

Revêtemen t en IgG3 Net à 200 (a), 100 (b) et 50 (c) ng/puits c:::::J

en <lgG1 + 19G2 + IgG4 + IgA) à 200 (a), 200 (b), et 50 (c) ng/puits 2Z22

FIG. 14 Contrôle de la sensibilité du test ELISA grâce li l'anti- IgG3 27A.
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2- ~LSE AU POLNT DE LA TECllJHQUE DES "DOT BIBDI1iG I14JŒljQ-ASSAYS"

['lusieurs parwnetres des conditions experimentales utilisées aux laboratoires

des Stallergènes ont ete testes, les conditions initiales utilisant de trop

grandes quan titès d'an tigene et se deroulan t sur deux jours.

Chaque paramètre a ete modifie indi\liduellement au cours des manipulations. Les

llleilleurs resu1t.ât,~; obtenus sont ceux consignes dans le tableau XII.

Lee:, resultats permettent d'enFisager une reduction de la durée du temps

d'incubation de3 immunoglobuline5 de souris de 8 cl::: heures, ainsi qu'une

dilution cle celles-ci il 1 (1 Le reFétement en immunoglobulines peut être

constitue par une goutte (doU contenant 50 ng au lieu de 500 ng, permettant

ainsi d'econC'llliser ce lIlateriel precieux.

TABLEAU XII

OPTIXISATIOH Dh"S WHDITIOHS DE JfISE EH OEUVRE DE

LA TECliN [QUE DES "[)(JT BINDIHG IXXUK[}--ASSAYS"

fNCUS4 TfON f ttttUNO!Jï. 08u- fN((JBMf ON CONJUGuE

OOT _

[1(I!r'[{ TfttffR4 {(/RE [iUh'{f rUff'Œ4 TURE OfL{i!f ON LJ(.IRf[ TOfPfRMUf![

f 111 t1J l ~5

OpUmaJe5

! ft

1 /) limDJaflte

b' ,h

211 limDJaflte

fur ::.' fi

::.' fi 4mbunte
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La specificite du test a ete verifiee avec certaines immunoglobulines utilisees

ega1ement pour le révêtement du test ELISA.

Les IgG S'lG son t un melange commercial d 'immunoglobu1 ines, vraisembla b1emen t

constitué d'une majorite d'IgGl et IgG2, ainsi que le montrent les résultats dans

le tableau XIII.

La3eule distorsion semble être une reponse de l'IgG2 RAI avec l'anti-IgG3 et de

l 'IgG4 HUI avec l 'anti . Igul

TABLEAU XIII

CONTROLE DE' LA :3PECIF1CITE DU TEST DES "[)(JI BIKDIKG IXXUXD-ASSAY"

---------------------------------------------------------------------------------------------
fi6 = oor !::Jli! !glj'2 1:J0') Ig64 !g6 !g6 Ig6 Ig6 Igli Igli

4;' 6'!t1 RiU BR! Hl/! BER CHE LfiR THE ZES SISL·

/intI l'1o'!

/intI 196'3

iJntl 1'164

fintl 1'16

+ +

Dot de 50(.1 ng

11nti-J/Ju dilues a 10,' et :::: X 10'" de la caselne li 1,5 mg/ml
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..,
'J

serUJij cles ,souri"" sDnt eFalues par hl tt.'(:tllJique ELI8A, Le sérum est dilué cie 1 (1

en lu et teste en c1OUL:>le ciepotsuT deux typ,::'s de plaques:

Contrôle positif ; revêtement de la plaque de microtitration av-ec une immuno-'

810buline de lnême c'lasse et sDus-'classe que la proteine immunisante.

Contrôle Ilégatif ; revêtement de la plaque de microtii:ration ,1 Fec' des immuno-

globulines d,' classe ou sous-clas'se differente de celle de la protéine

immur isan 1,;,::.',

Les reponses obtenues pour 1,JS diLterentes 19 etant comparab1e."S' en intensite,une

courbe representant la moyenne des Faleurs a ete tracee pour .il1ustrer c'es

resultats en li8'ure l lj,

En dehors des deux premieres fusion.s, mi la souris uti1J:see a ete choisie au

hasard cian.'5 le lot, en Sup!)osant une immunisation hom08'ène du lot entier, le

choix de l'anilJwl sacrifie a ete decide en ia,reUT de celui qui possède le titre

le plus eleve.

Chaque serum de souris a donc ete tesi:é Fis j Fis d'une protéine de méme classe

que celle choisie pour l'imnJunisation et de proteines de contrôle négatif. Un

exemple est donne par la figure 16, representant la reponse immune de trois

sourisillllllun.1sees a Fec' 1 'lgG4 l'Of ctans un lot de souris Liiozzi,

Le serVln t,?moin negatif est pre1evé cJJez une souris n'ayant pas subi

d 'ilnmunisa tion,

Les IroiE; souris t.estes presentent toutes un état d'iJnmunisation convenable,

celle préE:;entant la reponse la plus élevee au cours des dilutions a été choisie

(souris 1),

Une ebauc-]](:' de cOlnparaison interspécifique a été réalisée entre 5 souris Balb/C

et BioZ';;;i,
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DO 492 nm

1 -/'

1.9 .~----------------------------.

1.,8

1.7

1 1)

15

1.4

1,,5

1.2

1.1

1

0.9

Oft
0.7

0.,6

OJ":J

0.4
0,,5

0.2 T------<>------o-----~:==:0.1 1
O+------r-----~-----_r_--.-;::=....---====-....
10-2

Dilution sérum de souris

FIG 15 Réponse immune d'une souris prise au hasard dans un lot Bl1lb/C

Revêtement. IgG3 }fET 100 ng/puits

S'erUlIl de souris immunisee avec IgG3 BRI

::::,~'rUJIl de souris n 'ayan t pas subi d'immunisa tian --e--
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10-:3 1/2 X 10-- 3 114 X 10- 3 118 X 10-3 1116 X 10 ,:-, 1132 X 10-3 1164 X 1(;-3

DO 450 nm

1.8 ....~--------------------------:-

1.7

1.6

1.,5

1,..4

1,,3

1,,2

1.1

1

O.Cl

0.8

OJ
0,6

0.,5

0,..4

0,,3

0,,2

0.1

°f---,-----.---~r_-..::=~?_--~~--__4lI...---_4
10--'':

Dilution sérum de souris

FIG 16 Réponse immune de 3 souris d'un lot Biozzi

Rel'Jtelllent IgG' GAZ 100 ng/puits

Souris 1 J 2, 3 immunisation avec- IgG4 POl

souris 1 •

-souris :;; •

souris 3 *
pas d'immunisa tion Q
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La figure 17 montre une réponse immune nettement supérieure pour la souris

Biozzi. (Cee;i semblerai t donc corroborrer l'appellation de "bonnes répondeuses"

des souris de l'espèce Biozzi).

Néanmoins, c:es résultats doivent être nuancés par l'existence de variations

inter-individuelles mises en évidence par la figure 16, et qui ont pu introduire

un biais dans les résultats. Une étude statistique devrait être entreprise afin

de confirmer ces résultats.

L'expérience n'a pas été ~Qnuée d'intérêt, iJuisqu'elle a permis de choisir pour la

fusion G4.9 la souris la mieux immunisée, en l'occurence une souris Biozzi.

DO 450 nm
2

1.~

1.8

1.7

1,,6

1,51

tA

1.5

1.2

1.1

1

o.~

0.8

0.7

0,,6

0,5

OA

0.5

0.2

10-' 10-2

1

10-3

FIG. 17 Comparaison de la. réponse immune interspécifique

Revêtemen t IgG4 HUll 00 n8'/jJui ts

S'ouris immunisées avec IgG4 POl

Espece Biozzi •

Espece Bal b/C' 0

Dilution serum de SOUll:é
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Ji lŒCAITl'ULATLfi DES DIFFERENTE:] FUSIONS ET DENDMIl'IATIOl'l J)}<;S CLONES OBTENUS

['e.\plic.ation ciu chemineillent: cies diiferentes et.apes de clonage est necessaire

pour cOlIlJ..Irendre l'appellation deE, c'lones.

Après une première observation cles clones au microscDpe, les puits presentant

Ulle croissance cellulaire suifi.s3nt.8 sont testés par la technique ELIS'A sur un

revètemen t clonné,

Les puit:s po.sitiis sont alors clonÉ's,

Le clonage se poursuit. jusqu'à ce que tous les puits issus de ces sous-'clones

presentent une réponse positive homogène, La manipulation se poursuit: alors par

UIJe exU:-nsion des clones secreteurs,

Par ,':.'semple, le clone JIU ,8/A2 If? B6 C4 est lSSU cie la iusion JIU (anti- 1,,,;1'1), de

la BeIlle p.laque de 96 pui ts Dl} le puits A2 a ete cloné et cultil'é cIans une

nouvelle plaque de 96 puits, Les puits Hl, B6 ont ete successi l'emen t clones.

Finalement, le puits (4 de la 3eme plaque cIe clonage a été eœndu,

Le t:ablezw XIV penllet de visualiser les rendeillents obtenus au cours des

différentes étapes du travail,
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Pl : Pourcentage de clones positifs

Exprimé en fonction du nombre total de puits testes, présentant une croissance

celllulaire,

P2 .. Pourcentage de clones positifs exprimes en fonction des 96 puits de la

plaque de microtitration du clonage préCf.'dent,

% de cL_'age .. Ca1e'u1és par rapport: au nombre total de puits initiaux ensemencés

au moment de la répartition de la suspension de cellules fusionnées

E'femple .. Fusion n· 5

960 puits ont été ensemencés

;'(; de croissance ,:: (672 X 1 (0)/960 = 70

car 672 puits ont présent:é une croissance cellulaire,

1er clonage ..

~; de clonage::: 09 X 1(0)/960 = 1,9

car 19 ont été choisis pour être cloné:::"

2ème clonage

.~~ de clonage (16 X 100)/960 = 1,6

car 16 puits ont été choisis pour être clonés

F2 =: U 6 X 1 0 (J ) Il 9 == 84

84:'(; des premiers clonages ont donné naissance a des puits présentant une

positivité intéressante,

3ème clonage

I.~ de cloilage (7 X 100)/960 ::: 0,73

F2 = (7 X 100)/16 = 43,1"

Extension

;t des puits étendus (2 X 100)/960 = 0,2, Le rendement de la fusion par rapport

aLLY 960 puits ensemencés est de 0,2%,



TABLEAU XIV Récapitulatif des fusions effectuées, avec les différents rendements obtenus a chaque étape

un antl-Lambda

% de.

26

croiSsance i ·

60

IcG4 HUI

.• Rev~tefl'l~nt>

lCG4 POl IcG4 HRU 1 65

m 6lanr e 2. 0,41 la
IrG4 POl synth6t1que 96 ao a. 0,2 501 4.9 4F6B9

n,

1. 1,6
mélanee 2. o,a 1 17,61 Anti-IcG

IrG4 POl 1 synthétique 74 16 a. contaminée
4

1. a,a

2.
0,16 1 56,2

IrD S....L 1 IrD LIN 1 61 1 16 la. 1.6 6a,a 1 JO clones

4. I.a 66.6 -> anti-12D

4.a 5E9B5E2C7 Anti-lrG4
IrG4 HRU 1 IcG4 HUI 1 701 4.a 5F6E6B9H9 Anti- lr G4

1.

2. 56.a
Icll LAT

1

Icll BON

1
a61

11 I~'
76.61 lU ~ lUa

1.
2. 25

IrG4 HRU

1

IcG4 HUI

1

27

1 21:' -
1. 2.7
2.

'~ "''1 1

IrG4 POl 1 IcG4 HUI
1

72
1 4,51~' -

Co
2.1 (r,

contaminée
IrG4 POl IcG4 HUI ao 17 a. -

114 -
1. 1.9T 1.7
2. -

IcG4 POl IcG4 HUI 98 40 3. -
-

1. 4.9
2. a,51 72.a

IcA LEll 1 IcA BOU 1 6d 20 la. 2,6 7a,5

IcG4 HRU
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Au tral'ers de ce tableau, on s'aperçoit que ,) 1usions ont un pourc:enta8'e de

cIoi:3,3ance eleFe, comF'ris entre 70 et 98~\; .. 4 fusions ont une croissance moyenne

de 30%, et. 3 fusions ont une croissance tres faible, voire nune, Une fl.ision il

avorté dés le début" par contamination des puits mères, C'es pourcentages cIe

croissance sont El discuter en 1onction des c'Onditions opératoires <présence ou

non de cellules nourricières, quantitt:! de sp1énocytes utilisés, rapport

l.ymphocytes/splenocyt:es) , exposees clans le tQb1eau IV, Cette discussion sera

abordée dans le chapitre 4,

Dnpeut relna.rquer qu'il n'existe pas de lien

croissance eleve, le pourcen tage de posi tifs

tu.:sion.

evident entre le pourcenta8'e cie

Pl et 1e rendemen t t inal de la

Il la derniere etape de la fusion, qui m,'1t en .feu tin procédé d'extension des

cellules ['Il boites de 24 puits, puis en tlacons de 25 cm"', on procède à une

caracterisation des surnageants cie culture sur toute la protéiDotheque

disponible, Ce test es(. pratique aFec un revêtement de 100 ng/puits, le substrat

utilisé est le TNB (lecture â 450 nm),

Le témoin positif est constitué d'un pool de surnageants de culture, le témoin

négatif est: soit du milieu de culture neut', soit du J'BS-Tween,

5 - CARACTEl< IST IQUES DES CLONES ANT 1- IgG

Deux t'usions suries 16 effectuées ont donne naissance à des clones anti-IgG,

répondant de maniere hom08ène l'is a Fis de chaque sous-c1as:5e,

Ce sont les fU,':3iolJS G (n· 1) et G 4,10 (IJ" 15),

Un e)(cmp1e des résultats obtenus est donné par le tableau XV pour les clones

(j 7,1, G 7,2 et (j 4,10,

Dans un premier temps, la EpeciIicité des immunoglobulines secrétees est

detenninee sur deE; sllrIJaB'eants purs ou dilués au 1/2,
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TABLEAlf XV Caractéristiques du surnageant des clones G7.1. G7.2. G4.10
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...• A... . 1 1

. .
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1

DO de o à 0.5 : 0
DO de 0.5 à 0.75 : t

DO de 0.75 à 1 : tt

Do de 1 à 1.5 : Ht

nd : non déterminé - Valeur Tf : 1,71 - Valeur T- 0,1 - Surnageant de culture
dilué au 112
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,':,',':m t consicleres COlnme negatils, les clones donnan t une réponse intérieure <:1 une

{I,C de u,5, C:ette liJnite Ci ete detenninée en [onction de la valeur du téInoin

nega ti t E,t du nOlnbre rela t:i vemen t éleFé de clones donnan t des reponses

superieureEé, au f <0,3 environ) et inférieure à 0,:''', Les premiers tests ont été

effectues, pour la fusion C, sur 1 '1;'5"C3 }fET et sur un mélange de 4 19G4 à parts

egales, Le melange avait pour but ci 'optimiser la détection des clones secretant

des an ticorps an ti I8G4,

Par la suite, une caractérisation approfondie est entreprise, Les surnageants,

dilues en cascade de 10 en 10, sont testés sur toute la baUerie

d'imn1Llno81obulines de revéteJnent, Le résultat tinal est exprimé par la dernière

dilution l 'onnant une réponse qualifiée de moyenne <DO de 0,5 à 0,75) par

rapport au èt'JllOiJl négatif, par exem['le la dilution 10" 'J, Le titre est l'inverse

de cette dernière dilution, 10'/ dans l'e)i,:emple donne,

La caracterisation a E}té poursuil'ie par une étude de la réactivite l'is à Fis de

fragIllen ts ci 'imlllunoglolJulines, obtenus par dégradation enzymatique d 'IgGl, et de

cl1afnes lefY:.~res kappa et lambda,

Le':.; 1'e,,=,u1 ra ts cfe ces cliiIéren tE; tes ès son t donnes par les tc1 bleaux XVI et XV Il,



Détermination du titre en Anticorps des surnageants de culture des
Fusions G et G bis vis à vis des immunoglobulines non fragmentées

0

0
1

0
1

10"

10a
1 1 1

0
10" 10" 10~

10"

1 1
10"

1
101

1

102-

0
1

101

7TypE;-r G39 !C7StJ<Gl101.'··· G

Co
'Cl

10"

10 2

10%

10" 1 101,

10'" 1 101,

10'"

pur 10"

10"

lOt,

pur

10;

103

_..-

o
103

10"

1Of 1 0

10

103
1 101

o
o

o

10'"

102.

101

10"

pur
K

-

- 10"

, Ir 103
1 10~....

10!

- 101

10"
-
10 1t

lot

10&'

lot

102.

103

10
1

10&'

10"

0-
0-
0
-
0

10&'

pur
10"
-
0-
10"

IIlS

,;;.;;.;

·1 .",..~- .•c

v
••.J;i

.....-.;

)t

SLA

ii••••••••••CHAC•••.••• ··•••·••
Ci••.••·.>f'lRQ</·········

Il>

••• y ••• MET



TABLEA(J XVII Caractérisation du titre en anticorps des surnageants des clones des fusions
G et G bis vis à vis de fragments dïmmunoglobulines et de chaines légères

•••·.FAB.·.i.GEN.·.•.·.··.C/·l·.··•.••••J

·.·FABSO[).··••·.i...·.K.. 2•••)
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o
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o
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o
o
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0 Il 10" 0 1O~ 10" 1 <:0
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TABLEAU XVIII Caractéristiques des clones des fusions G et G bis
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Test en dot binding immuno assay:

DO de 0 â 0.5 : 0
DO de 0.5 â 0.75 : +
DO de 0.75 â 1 : ++
Do de 1 â 1.5 : +++

dot de 100 ou 200 ng -2
surnageanta dilUés de 10
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Chaque clone provenant d'un lnème puit,::, mere, par exemple le puits 110, peut,

Brt;ce il ces resul t.ats être identii.ie G 110,1 .. G 110,2, G 110,3, ma18rè des

l'Dria tians d'in tensi te de reponseE: au cours cies tests, ne for10an t qu'un seul et

lnème clone,

Ci ;7,1, (j 1",2, G' 76,1, (j 76,3, (; 110,1, (j 110,2, G 110,3, G 173,1, G 1'13,2,

G 223,1, G 223,2 et G 4.10 6 Fè3 El sDnt donc des clones secrétant des

immunoglobulines dirigees contre les ~'JG,

La specificité dES c'lones cies fusions n' 1 et n· 2 <'G et G bis) a été confirmee

par des tests en "dot binding immUno-DSS<1YS" effectués suivEmt les conditions

optima1es detenninees auparavant. " Ci 76.1, (; 76,3, G 110,1, G 110,2, G 173,1 pre-

sentiJnt les memes caractéristiques qu'iJvec le test ELISA, Par contre G 7,1 donne

une forte réponse en 19A et IgN iL) (voir tableau XVII])

C'ertiJirJs clones ont donne naissance cl des anticorps à specificité reE.freinte ii

une chaine 1138ère, tels les clones G 125, G 39 et Gb 127, Un exemple est donné

par la liB'un': 18 qui illustre la reponse de 1...;' 125, clone anti--clJai'ne légère

lambda,

Cl 199 est un cas particulier, qui se cara.ctérise par une specificité restreinte

aux l8G1 cie type lambda et 19G3, si l'on suppose que l'IgA utilisé pour le test

est de type 1aJobda,

Les résu1tat."'~ obtenus en ciot binciing imIIlLinO--assay pour ces derniers clones sont

cUlfici1emen t interprét:ab1es des inconnues liées certaines

immunoglobulines employées.
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10--4 Dilution des surnagean if.

Fig. 18 Dilution du surnageant de culture du clone G 125

Test ELlh~

Flaques revêtues de 50 ng d'Ig par puits

0 a IgGl (L)

)( x IgG2 (K)

~ +IgG3 (K)

• • IgG4 (L)

4 IJJg A (L)
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6 C/l.h'M:'J'Eh'1S'f LQOES DU CLONE 8 Gl G5A lH3, DENOlHtE A10

La fu.sion n" 11 il ete iD.rUé' c~ partir cle la rate cl'une souris Balb/C, imillunisee

DFec 1 'lgA LEN <chalfJ8 legl?re If).

Elle a produit 17 anticorps monoc:lonaux qui ont ete cultives plusieur.s mois, au

bout desquels plusieurs clones instables ont etE.' perclus,

Après une ser.ie cfe c01l8elaUons--clecongèlations, les surnageants cellulaires ont

é>' testes sur toute la batterie cl'antic-orps, en realisant des dilutions

succeSS1Fes de 2 en 2, à partir cl'une dilution au 100ème. Les résultats ont

toujours été interprétes en comparaison aFec les Ilaleurs obtenues pour les T+ et

]', Ils sont (,DTlsiBnés dans le tableâu XIX.

LeE, autres hybriclOlnes allaient, soit perdus leur capacité de secréter des

"'llJlllUlloglobulines anti-']gA, soit acquis une specificite dirigée contre un

déterminant commun aux Ig}[ et 19A, .49 et ,110 ont alors été cultiVés et congeles

à nouveau, Seul Al (1 s'est revele stable, A9 aurait perdu ses gènes de secretion

au cour:;3 du temps,

1 CARACTERISTIQUhS DU CLONE 3D7 hg il7 B4, DENOMME MB

La fusion D' 6 a éte reali.'3èe à partir cfe la rate d'une souris Bal b/C, immunisée

avec 1'1gN LAT (chedne legère 10.

Le même protocole de cycles de congelatiol1s-decongélaUons, de culture à long

tenne et de dilutionE, en cascades ut.ilise pour caractériser les clones anti-'l/;A

Ci été repris ici,

Douze anticorps monoclonaux ont été produits.: à terme, seul le clone N8 s'est

Fi?vele intl.?n:cfssi'lnt par sa stëJbilite au cours du temps et des manipulations. Les

resul tat.'::. sont donnés par le tableau XX,



TABI.EAU XIX Caractéristiques des réponses obtenues avec les surnageants de culture
des clones de la fusion A 1. et particulièrement avec le clone A 10

·····GAZIK
GIM<I..·Y

1FIN ••.•.t-:<.
1991<···· HRU >•••• K

MET/ K
REN.K
SlA K

··CHA·· L
BEN. K

800 100
- - - - - - -

6400 - - - - - 6400 400
- - - - - - - -

400 400 - - - 6400
- - - - - -

+ 1 200 200 - - - 3200

+ -

- -

- -

1600 1 - 1 - 1 - 1 100 .
<:0
Cl1

1 1 1 1 1
1600

A9 1 AlO! AlABA7ASASA4

.••.•• •••••••• ·F. HUI/< t·
PAl ·K
Pot> ··K
BOU K

+

100

IUV lVUU

200 1 6400 6400 1600 800 1600 400 - - 400 6400 1600 1 1400 1 800
400 6400 - 400 800 100 - - 200 6400 400 800 3200
100 100 - - - 100 - - 200 - 100
')nn 1nn 11':nn - - 100 - - 100 200 100 1 200 1 800

16UO 1 640U 1 - 1 - 1 - 100 - - 400 - 1600
800 1600 6400 400 - - - - - 6400 100 6400 6400

- - - - - - - - -
Dû 400 - - - 6400 100 6400 6400

------~ 1 1
400 200 6400- - - - - 6400

6400 6400GAT! K

Valeur T+ 2 1.10
Valeur T- % 0.3
les valeurs représentent le titre



TABlE:4U XX Caractéristiques des réponses obtenues avec les surnageants de culture
des clones de la fusion Ml. et particulièrement avec le clone Ma

•

·GAZIK

~12M6JM7

1

Ma

GIM<IL>
·······MCHiFt>

••<li.iRAS<liKi
ZEGJK

II~ill~~l)~àlll_ 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

, , , , l '1 '1 1 1 l '1 1i i i i j

··CHA Il·
BENEK

<:0
CJJ

····r.fiN•••••••·.··.··.!·.•·i.·.(
•••••.•·HRü<·.!·••··K

HUI·lt
PAtFK

·········pofJ.·.·.l(i.
800 3200 1600 1600 - 6400 800 100 - 3200 200 1 200

3200 6400 6400 - - 6400 1600 100 - 6400 2001 800
- - - - - - - - - - -

800 1600 1600 1600 - 3200 1600 100 - 1600 100 100
- - - - - - - - - - - -

6400 6400 6400 - 6400 6400 400 - 6400 6400 6400
- - - - - - - - - - -

6400 6400 6400 - 6400 6400 400 - 6400 6400 6400
6400 6400 6400 - 6400 6400 200 - 6400 6400 6400
6400 6400 6400 - 6400 6400 1600 - 6400 6400 6400

Valeur T+ K 1.10
Valeur T- - 0.3
les valeurs représentent le titre

CGAT••·•••••VK>

BQtfLK<
·ŒM7JLK

········I·······•••·.·.i~d •••••••I.~•••.•.•.•

>••L•••••loP>.·U!KU

IÎÎl1ljjj~i;~II'~::
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rmnedier par des clonages repete:~; qUl OIlt abouti au clone 1inal stable Un

Dperçu cie ceUe DII!elioration est 111u~3tre dans le tableau XJ.I

If/CL üi!i .U1

fH1ELfL7/!.4r!LW {Iii IllNE EN fiN/HORPS NI

SUliNfi6EfiNr {lE ({.IL ((iRE {Iii CLLWE 118 fiU COi/fiS ors
CL ONfi6ES';.'!iCCES.Sfrs

Clone ifltel'AiMlall'e Clone final

/g/1 fON .) J hl? ../ l /il"~

/y/'f [lES ., r 1(,1'~

/y/'1 6fJl .r 1(1" lb" J hi,'

/y/'1 LfiT J /(F ../ .. /il'

Les chiffres representent les Faleurs des titres en anticorps,

8 CARACTElUSTIQUES DES CLONES ANI l IgG4 G4 III et G lX

La fU.3ioIl Il' 5, realisee avec la rate d'une souris Balb/C immunisee aFec l'l~r;;G4

HRU (Cllaine lé/-;ère K) n'a produi t qu 'uIl,:,eul clone, 5E9 B5 Ii2 Cl, dénommé

G4 Ill, AprèE; plusieurs mois de culture en boites de 24 puits, puis en flacons

de 25 cm", les tests effectués montrent un changement de spécificité des

anticorps secrètés la réactiFité cieFient nulle Fis tI. Fis des IgG4 et non

nt!gligeabù,-' Fis j Fis des IgA et des 19}[,
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TABL.EAU XXII

REACTIVITE DU eWNE G4 III

f!~i"~t~,~'~flt en 1'1 j

/00 flg/paite;

IN III 64 III apF~5 plu5ieuFs mOl5

de wltuFe

196/ (.J .. 1v

1'162 (.J (.l

Ige) (.i (.l

1'164 /iuI

19/'f

1'14

()

ID de 0 a 0,,5 0

DO de 0,,5 a 0,75 '/

DO cie 0,75 a 1 II

DO de 1 a .1}'5 ,11-1

La fusion n; 14 a été n?alisee avec la rate d. 'une souris B.iozzi imlIluniE,ee avec

l'IgG4 POl <chafne légère K), Le." tests de d.etection ont été faits sur un mélange

il pZ.lrts egaies de 4 1~~G4 <;zry:,; de chaque) Tous lef:; clones ne donnant pas une

rf.'ponse lllonospec·cifique après cies tes t,co; crai,ses sur des protéines c1'isotype

différent, ont éte éliminés,

De ce tait, un Dnticorps un.iquement Il ete retenu, il est de specificité anti-

19(;4, COlnJlle lemontrellt le~; rebu1tzifs dans le tableau XXIII,
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l'ABLHi1 U XXIIl

CIJ.RACTE1\·lS'T1~)UES Dfj8 R/!,1-DNSfJ'S' OBTENUE'S AVEC LE

CLONE ANTf-lgG4, G4 IX

NU}f DU CLONE
41X

Nevêtement 100 ng

19G3

GAZ K 0
GIN L [)

N.Ci! L 0
li.'A::-;' K 0
ZEG' K 0

..- - -- -... _--_.~ .... _._~- ---

JAN K CI

NIC J( 0
]\'AD L 0
JiA! L 0

-- ..._---_._--
BRI L 0
NET J( ()

A'EN K 0
S'LA K ()

CHA L
BEN K
FIN L
HRU f(

HUI L
J'AI K
POl K

-J

-1+-1

o
I-{I

1- 1-1

[1

1+-/

19A

IgN

BOU
LEN
LOf'
ROB
TNO

LAT
BIC
DON
DES
GAT

K
J(

K
j{

L

K
L
K
J{

K

o
[1

[1

o
o

o
()

o
o
o

Valeur T-i = 1,71
DO 0 â 0,5 0
DO (1,:5 à O! 75 : 1

Valeur T- = 0,1
DO 0,75 a 1 1+

DO 1 a 1,5 " -H- i
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9 C4RACTEI.'15'TH,JUE'S' DDS' CLONES AlITl-],;;D

LD, fusion n" 16 a t:?te réalisée avec la [,-"lte d'une souri.,:; Biozzi imlTIuni5ee avec

1 'IgD SA L (chaine legere LJ,

Une trentaine c!'ant:icorps monoclonaux ont ete produits, tous de spécificité

anti-- IgD, Tous sont negatifs Fis cl vis des IgC, IgN et 19A.

Les tests ont eté realises suiFant le méme protocole que pour les cloneE. anti-

19A et: anU--IgN. Leéo resultats sont donnes par le t-ableau XXIV.

Neuf d'entre eLLY, DC2, DC8, DCll, DC13, DC15, DFl, DF2, DF4 et DFE5, presentant

des titres eleFes, ont été cllOisis afin d'être produits en ascites et purifiés.

Au cours du temps, _leur react:iFite n'a pas faibli.

Parmi les autres cl CJIJ es, un seul a perdu ses cap8.cites secretoires, et -5 autres

montrent une réponse décroissante au COUTS deE; mois,

Une courbe de dilution, 1ig. 19, réalisée pour le clone DCI-5, montre sa forte

aeti vito, et 1 'JlOJnogenelte de ses répon:3es Fis à Fis des diftéren I:s revêtemen t:s.



TflBLEA U XX1l

DETEl;"}! lNA nON DU TITRE EN ANTICORPS DE'3 ,,:;'URfiAGElJ.}i],:';'

DE CULTURE DE::3 CLONES 1::::-:-':U,'3 DE LA f i U810fi Li

Revête ment à 100 ng/puits DFl DF2 DF3 DF4 DF5 DF6 DF7 DFa DF9 DF10 DF11 DF12 DF13 DF14 DF15

01 (K) 6400 aoo 6400 6400 6400 3200 3200 6400 - - 1600 pur - 1600 1600

02 (L) 6400 aoo 6400 6400 6400 3200 1600 3200 - - aoo - - 1600 aoo

03 (L) 1600 100 200 1600 3200 3200 100 aoo - - aoo - - 1600 100

DUN (L) 3200 3200 3200 6400 6400 1600 400 aoo - - 1600 200 aoo 200 1600

D8AL (L) 3200 3200 3200 6400 6400 1600 400 aoo pul. pur 1600 200 aoo 200 1600

Revête ments à 100 ng/puits DCl DC2 DC3 DC4 DC5 DC6 DC7 DCa Dc9 DC10 OC 11 DC12 DC13 DC15

Dl (K) 3200 3200 3200 3200 3200 3200 3200 6400 3200 3200 6400 6400 6400 6400

02 (L) 1600 3200 3200 3200 1600 6400 6400 6400 6400 3200 6400 3200 6400 6400

03 (L) 3200 3200 3200 3200 3200 3200 3200 6400 6400 3200 6400 6400 6400 6400

DUN (L) 800 aoo 1600 1600 1600 1600 1600 1600 1600 3200 6400 aoo 3200 aoo

D8AL (L) 1600 6400 6400 3200 3200 6400 3200 6400 6400 6400 6400 6400 6400 6400

Les valeurs obtenues avec les IgG, IJ;jA et IgM sont analogues à celles obtenues avec les T 
valeur T + : 1,05
valeur T - : 0,2

N
c::::>
N
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FIG 19

Dilution des surna.gean t.

Courbe de dilution du clone Dc15

RevêteI1lent 400 ng par puits sur des plaques [-1 revêtues en IgD.

Les résultats obtenus sur des pla.ques T- revêtues en IgGl, IgG2, IgG3,

IgG4, IgX et IgA sont proches de O.

• • Dl

)( )1 D2

6 Â D3

Il [l D SALLE

0 (; D LIN
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10 CONTROLE Dl!: LA STAJ3lLITE DES CLONES

La stabilité des clone:,s obtenus est vérifiée par deux cri tères essentiels, la

viabilite et la secrétion cl 'anticorps de spécificite clesirée,

La viabilitt." est testée sur de.,::, cultures continues de 2 à 3 mois en flacon cle

7'.-5 cm'" et au cours cies cycles de con8'elation-- decongélation.

La loise en évidence de ,la secretion des clones et la caractérisation de cette

secretion est réalisée plusieurs fois au cours des cultures continue et après ?

cycles de congelation-décongelatioIJ, Des dilutions de 10 en la sont testées sur

la batteril d'anticorps de la proteinothèque,

LeE; clones anti·-IgG sont stables, et tr-ois d'entr-e eu..Y, G 7ô,1) G 173.:2 et C; ,2::}3

ont ete c'hoisis atlIJ d'ètre cult.ill13s J plus grande échelle.

Parmi les clones an ti - ~'5A, seul Al (1 s'e::::.t révéle s ta ble au cours des cycles de

c:oIJgélation"dècongélatioIJ, Neanmoins COlillEe le clone }I8 anti-l/j')[, il néc'essite

une série de sous' clonages a,Un de conserver de fortes capacités secrétoires,

Ces sous· clonages se sont rcvelès eif.icaces pour ce dernier clone.

Le'=:; cloneE. de ,,,,,pt.'cificité anti-l[s'C4 ont été perdus, l'un C4 III, par changement

de spécificité des ant:icorps seCTe te,-=: , l'autre, C4 IX, par lEort cellulaire apres

une clécoIJ8t~l{)tion. Les clone:=:; anti ~SD se .montrent très stables au cours ciu

temps. La figure 20 lflontre un exelnple de l'actiF,He du clone Dc15 au cours des

E,;emaines cle cu,l ture,
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o ~ ,- --,- -.- --r -r- -r- ........-4~

2 4 6 B 10 12 1 .,

Semaines de culture

Fig. 20 Stabilité au cours du temps :

Exemple du clone Dc15, moyenne des \Taleurs obtenues sur

chacun des 5 re~'-êtemen ts en IgD

f,ijD à 100 ng/puits, surnageant au 1/100, T+ = 0,90, T- = 0,1.



105

11 PUh'IF1CAnON DES 1MJlI.O.NDGLOBUUHES DE SOU1'18 OBTENUES

La clôterlnJnat.ion dE.l la clas-,se et dE' la sous- -'class-e des- ant.icorp,s Illurin.5 .permet

de c'11oisir la meUlOcie cie purilication a employer.

C"e>tte determination se fait 8T,-~ce ,il la technique d'Ouchterlony. au cours de

laquelle l'anticorps murin concentre GE.!: mis en présence cl'antiserum cie souris

an ti- Ig <Cl, G2a, G2b, (,'3, N>.

La formation ci 'un arc cie prÉ'c'ipi ta tion observable sur fond noir, permet de

classt~r l'anticorps murin.

Les rèsuUats de cette d,çe>terminaUon .:sont donnés dans le tableau XXV;

Un exemple de purification sur prDtèine A-SeplJarose est donne par la fisure 2'1,

J'our les surnaseants de cult:ure, 50 nJl concentrés enFiron 15 fois sur une

membrane de 10 000 son t injectés dans la colonne cIe chromatograpllie B X 80 mm.

Les liquides cl'a,5cites, quant tl eLLY, oni: été traités !)(J.r aliquots de 10- JIll~)

injectés dans la c'Olonne apn~'s clarii-ication par centrifugation,

Les profils d'elution permettent. cie distinguer 4 pics dont le contenu a ete

identifié par OfJCHTERWNY.

IgG,2a

Protéines aspecifiques, non tixees sur le gel

IgGl élues specifiquement à ce pH

Pic pH 8 ~ 1

Pic pH 5,5

Pic pH 4 ,,[j

Pic pH 3,45

J'ic pH :.3

19G3

: Léger epaulement correspondant aLLY fragments restés fixes sur la

colonne et désorbés par ce pH acide.

rour la purification des IgJrf, 100 ml de surnageant de culture concentres 5 fois

par ultratlltTat:ion sur membrane AnJicon 10 000, sont injectés par aliquots de

8 ml. Les ascites sont clariiiees !k1r ultracentrifugation et filtration avant

d'être injectées, Ainsi que le montre la nB'ure 22, on obtient trois pics, deux

premiers pics d'élution cles proteines contaJIJillantes et un troisième pic

contenant les IgN recherchées,
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TABLEAU XXV

Méthode de purification retenue après détermination de Jïsotype
de l'anticorps murin par la technique d'Ouchterlony

. . ..

.<:1 '6.1 .
1 . .

. G 1 ~3.; ont; IgG
1 .

.

....
AJO .. onti IgA

Ag>

Ma anti IgM

Dca
OCt t

OCt3

OC t5 onti IgO

OFt

DF"2
DF"4
OF"5

IgG1

IgG1

IgG1

IgG1

IgG2b

IgM

prot~ine A-Sephorose

prot~ine A-Sephorose

prot~ine A-Sephorose

prot~;ne A-Sephorose

prot~ine A-Sepharose

Concanavaline

A-Ultrogel



DO 280 nm 107

Tampon citrate

0,1 X - pH f'/,5

Tampon citrate

0,1 X - pH 3

J)(] 2BO nm 10 20 30 Fractions

Surn~eant de cultuI€

TlUIpcm citrate

0,1 X - pH 5,5

TlUIpcm citnJte Tampon citrate

0,1 K - pH 4,5 () 1 Jl li 3 -• - p .•:J

Taspcm citrate

0,1 X - pH 3

lU 20 30 Fractions

Liquide d'ascite

FIG 21 PROFIL D'ELUTIOK DE L'AKTICOPRS KURIN A10 D'ISOTYPE IgGl PAR

CHROKATœRPAHIE D'AFFINITE SUR PROTEINE A·-SEPHAROSE

Le tampon initial est à pH B,l.

La partie hachurée représente les IgGl récupérés.
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280 nm

,
1
1
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1
1
1
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1
1

ajection échantillon:
1
1
1
1
1
1
1
1
1

,
1
1
1
1
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1
1
1

1
1
1
1
1
1 Tampon B
1
1
1

1
1
1
1
1
1
\
\
\
\

Tampon C

A .......
/ "-----_/ ....... ' .......

"

Fractior

FIG 22 PROFIL D'ELUTION DE L'ANTICORPS KURIN JX13 D']SOTYPH IgK l'AR CHROXA

TOGRAPHIE D'AFFIKITE SUR CONCAlfAVALIKE A-ULTROGEL

La partie hachurée represente les IgJf récupérés.

Le tampon initial est a pH 7,4

Le tampon B est du Tris-Hcl 0,05 Jrf pH 7,4 contenant

100 m)[ NaCl

1 mX CaCl

1 m)[ JrfgCl~-

Le tampon C est du tampon B contenant de l'a-D-méthylmannose

Surnagean t de cul ture

Liquide d'ascite
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Les quantités d'anticorps recueillies par ces deu."\" types de purification sont

déterminées par spectrométrie d'absorption à 280 nm. Elles sont récapitulées

dans le tableau XXVJ,

TABLEAU XXVI

QUANTITES D'ANTICORPS OBTENUES PAR PURIFICATION

PAR CHROKATOGRAPHIE

NO/1

01} CLONE

ISOTrPE

PROOllCTION

SI}RNt16[~NT ~$CfT[

/lg/.l ,g/,l

616 E/2 [/(}

G/l3 H/ 6/2

6223 f5 CIO

Ig6/

/g6/

Ig6/

/1

/8

/8

0,8.'1

l "
".)

6~ 9 H6 89 /g6/

Ig6/

Ig6/

/1

/0

/0

O,{7

0,28

1f8

OCl5

OCIS

Of4

Ig62b

Iglf

Iglf

Iglf

/3

81

.77

80

(J,lJ

Les concentrations sont calculee,,,,; "'n l-on~tl'on d t
- -- ~ L, , es quan ,ités initiales de

:".urnageant de culture et d'ascite,
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ac,tivite [(,'siLiue.l1':"), D'ans l,;;? cas cU ce.l.JJ'='-- l~~i .=: ';':-JVr:]re inJjJortante dans' un pic: ne

devant. rXL3 '.:·[m(:,,:,nir les anticorps, recherch,::'s, par exemple si le pic e1ue à pH .}

r,,-pone! pCK3i Uvemen t. SUl une p1aq ue n. les e1ua tE:; collec:tes son t alors repasses

une deu:{iE'me fois sur la colonne cie cju'CO'rw tc.Jgraphie,

L 'ac t.i vi te cie:;. [;nt.icorps apn9s purification est éFaÙ/f?e par technique EL18A,

uUli.'ê:,(;wt des dilutions en casc'ade, chaque test étant reali."3é en double. Des

plaques Tf reFètues de differents isot'lpeE. ci 'Ige; pour les anti" ~v,c;, d '-Z"S}f pour

les anti'lgN, d'IgiJ pour les anti 18',4 et d'I,;;;D pour les anti"IgD sont utilisees,

Les plaques ]. sont revêtues c1'I,;;;N et d'IZ;;A pour les anti-!i'j'C etc1'IgGj)our les

anU"IgN, anti"lgA, et DntI·lgD. Dans !:ous lco,'3 cas, les réponses sont en accord

avec: la speciIicite pour laquelle l'anUcorps a ete sélectionné.

La purete cie",,; anticorpc" {linsi purii i<35, b 'avére .=:atisfaisante.

AfJnis \T1."rilicJtiolJ par la l1lethocle ci'Oucht:er1ony, un s;eul arc de précipitation

est visible, L'électrophorèse en gel S'D8·-['AC;E en gradient lineaire 8 à 25;ï.. ne

laisse D.[.'jx.'Ira i'tre qu'une bande pour les Ige; l et IgG2/> de souris, les 19N q uan t Zi

elles son t de lnaSE:e mo1ecu1alre trop e.leFf.'e pOUT penetrer cians le reseau cie

ret.i,_~u1ation du 8t.'1,
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Divers paramètres peuvent iniluencer le resultat iina1 d'une fusion cellulaire.

La plupart seront discutes dans les paragraphes suivants, ce sont notamment

l'immunisation des souris, la technique de fusion en elle--m(9me, les méthodes de

detection et de clonage utilisées, la production des immunoglobulines et leur

purification.

Deux critères sont déterminants pourledwix d'un mye10me mULLn il ne doit

pas secreter par lui-même d'immunoglobulines, pour ne pas avoir à séparer du

milieu de culture ces anticorps de ceu.>; produits par l'hy·dridome, et il doit être

deiicient en une enzyme essentielle à la croissance cellulaire et permettant

d'utiliser un mode de selection afin que les cellules non fusionnées soient

eliminees.

Cette enzyme, l'hypoxanthine guanine phosphoribosyltransferase <HGPRTJ (B,e,

2.4.2,8.), catalyse la formation de nucléotides par la voie alterne utilisant

1 'hypoxan thine, lorsque la voie principale de syn thèse est bloquée par de

l'aminopterine, La souche myelomateuse Sp 2/0 ou Sp 2/0-Ag 14 <ATCC - CRL 1581)

est déficiente en HGPRf. Elle possede environ 73 chromosomes, dont le

chromosome X normalement porteur du gene HGPRT.

Un hybridome, pour pouvoir survivre sur un milieu de selection HAT, doit

contenir le chromosome X HGPRT -t apporté par le lymphocyte B, le chromosome 12

coelant pour la chai'ne lourde des immunoglobulines, et un des chromosomes 6 ou

16, codant respectivelnent pour la chaîne lambda et kappa,

Les lYlllphocytes B de rate de souris contiennent 40 chromosomes. Les cellules

hybrides en contiennent en moyenne entre 88 et 98, chiffre inférieur à la somme

des chromosomes parentaux, mais néanmoins supérieur au double du nombre de

chromosomes des cellules Balb/C.
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Ceci ,indique que nous avons allaire a unt? 1'usion lJybride entre :::: c'ellules

Liil1eren tes, et: que le c:1JOix c1es C;,hl~omos'olnt?S restan t s'el1ectue suivant un

me,:-anislne cie perte t'{ènetlque n011 elucidé "i 1 'heure actuelle,ce qui ûonne

naissance "i une variete d 'hyL,riclOflJeS qu'i) faut cloner et selectionner par

culture sur le lllilieu approprie,

CeL te s("jection s'effectue èJinsi qu'indiqué dans le chapitre ")[atériel et

Néthodes", pour un milieu HAT, initialelnent décrit par Littletield J.t'., (1964),

1&~..i.JL..<E.._L'llll.i1lLq1 quant j lui, a éte oriente vers la souris, notrt laboratoire

possédant un eleFa8e consequent et adapte,

Les premie's travaux ont ete effectues sur des souris Balb/C, fréquemment

utilisées dans les techniques de production d'anticorps monoclonnaux de la

littérature, Les souris de l'espece Biozzi, sélec'tionnées pour leur bonne réponse

immune, par les gènes Ir (Jmmune reponse) du complmÇ8 d 'histo-compatibilité

majeur de classe II situé sur le chroJnosome 17, ont éte utilisées pour les trois

dernières fusions, [lne étude ponctuelle, menée entre 2 lots de souris Balb/C et

Biozzi, immunisées de la mème manière, semble étayer cette hypothèse de

cliflérence de patrimoine génétique , qui pourrait procurer une réponse ,immune

superi8ure pour l'espèce Biozzi,

Toutefois, l'intensité de cette reponse immune n'est pas en rapport direct aFec

la valeur potentielle des lymphocytes produits, Hn effet, les résultats finaux de

ces .] fusions, mis à part ceux de la iusion n° 15 qui était contaminée, ne

semblen t pas être supérieurs, En comparaison, les fusions n 6 (produisant des

anti-lgllf) et n'Il (produisant des anti'-IgA) s'avèrent aussi productiFes. dans

un prelllier tell/ps, que la fusion n· 15 (jxoduisant des anti'-IgD). La specificité

des anticorps produits par les lYlnphocytes B de rate de souris Biozzi n'apparalt

donc pas, de prime abord, superieure j celle des souris Balb/C,

L'âge des souris utilisées pour la fusion peut également avoir une importance,

br1 effet, l'apparition d'immunoglobuline à la surface des l)'mphocytes B dépend

d'ulle expression séquen Uelle en rapport a \Tec l'état de développement CAspinllll

R. et al., 1983),
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Le,~, 11'.71p1wcy te'=, F,,:,u bi~:;,'3entune cyto ,1i1'1ere11cia tion qui leur per]flet cl 'exprime]

un.iquement etes anticorps t1 'isotype l2:N etans un premler t:emp,:" , puis peuFent

acquerir des anticorps cl 'isotype lB'Li a leur surIace cellulaire, Ce developpemenc

post.-nataL, observe sur des tissus lymphoides de souris foetales, jeunes et

adultes, ,c3e t:raduit par l'expression cl 'ant.icorps de surface cl 'autres isotypes,

par un mecanisme cle commutation de l'ADN, et uniquement .:ci partir ,1e I(;N

initiau.Y (Fic':{, n è 23),

La stimula tion antigénique se traduit egalement par une diIférenciation de c:es

l)i1nphoqt te.::;, Ce mecanisme cl 'ontogénèse des lymphocytes B illustre bien

l'importance de l'âge de la souris du point de vue de la reponse immune,

L'adln1IJi=;tration cl 'antigène active et pennet la multiplication des cellules B, ci

partir du rèperto.ire de cellules cle l'animal iJIIIJJUnisé (BenjaIIlini E. et al., 1988),

L'age '1es souris utilisées lors de la iusion n 16, en Fue de l'obtent.ion

cl 'anticorps anti-I8D pourrait donc e.yp1iquer le tait que les anticorps

lJJOlWc1onaux obtenus sont tous de classe 19}f, En ellet, l'imlllunisation cles souris

a eté ellectuée sur un temps très court et sur des souris agees de 4 semaines,

Les valeurs des isotypes d'imlJJuJJo81obulines du sérum des souris sont éFaluees

qualitatiFement par un test ELISA avant la 1usion,

Les taux normaux donnes par la litterature montrent une e:{jJression maximale en

18(;1 et 1/)'G'2a, puis IgN, ce qui eX'pliquerait que la plupart des anticorps

monoe.lonaux obtenus au cours de ce travail soient des Ig(;l CTab, XXV ID,

L'antl.'-lgN de classe IgG'2b avait quant a lui moins de probabilité cl'apparaître.
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Fig. N" 23 - Xécanis111es de la C0111111uttJ.tion de classe

Ln fJlJ.rtie supérieure du schéma illustre les différentes possibilités d'expression

des Ig de membrane se produisant au cours de l'ontogénie des cellules B.

Neanmoins, cette différence structurale des Ig de membrane ne se traduit pas

pour une différence de spéciticité : les IgN et f,'fG peuvent coexister, mais sont

dirigés contre le même épi tope.

Ln fJlJ.rtie inférieure montre les transcrits d'ARN conduisant a l'expression des

chaines H à chaque étape de la différenciation

(1)

(2)

<3 a)

<3 b)

(4)

B précoces exprimant des IgN

Expression d'IgN et IgD

IgG representé par des 'i J expression d 'IgN ou IgG

Commutation sans perte des gènes codant pour IgN et IgD

Recom t)inaison irréversi b1e

D'apres XALH [l . et al. (1988)
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rAB XXVII - Concentration sérique d'Ig de souris ligées de 12 semaines

Isotype Concentration sérique d'Ig

en )1g/1

IgN 284 ± 35

IgGl 441 ± 44

IgG2a 384 ± 109

IgG2b 111 ± 36

IgG3 101 ± 21

IgA 40 ± 5

<'d'après Bos A.H. et al., 1989)

[l'après Bos A.H. et al. (989), l'expression isotypique est différente dans le

sérum et la rate. En effet, les IgG prédominent dans le sérum, alors que les Ig}[

sont les plus nombreux dans la rate.

L'utilisation de sérum pour le test de l'état d'immunisation des souhs est donc

valable, mais ne peut présumer du type d'anticorps le plus fréquent qui sera mis

en jeu dans la [usion en elle-même.

Il semble évident que les possibilités d'obtenir un hybridome secrétant un

anticorps a la spécificité désirée sont directement liées au nombre de

lymphocytes B susceptibles de fusionner avec les cellules myelomateuses. Une

bonne stimulation par l'antigene est donc une étape très importante.
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La repons.::.' immune de souris immunisees par un antigène qui sera, SUl Fant les

fusions, Ig0'3 BRl, l[2fi4 FOI ou HRU, I,i{A LEM, IgJtf LAT ou 19D SAL, a été suivie

par un test ELL'S'A. La comparaison des anticorps sériques d'une souris immunisée

et d'une souris non immunisée laisse apparal'tre une différence remarquable ([10

variant de 0,2 li mais variable ellt:re indi \lidus de la même espèce. Il est

donc necessalle de tester c:11aque individu d'un lot de souris, après de

déterminer lequel est immmunisé au mieux. Néanmoins, pour une souris immuniSée

avec l'IgG'4 POl, on ob serve une reponse d'intensité comparable pour les 4 types

d'Ig0'. Ceci s'explique par plusieurs raisons.

D'une part, la solution d'antigène injectée n'est jamais parfaitement pure. Des

c:ontalninants, même sous forIfle de traces, peuvent .s'avérer suffisants pour

stimuler des lymplwcytes B. En effet, la réponse iIfllllune dépend en grande partie

cie l'immunogénicite cie l'antigène introduit et est toujours polyclonale. Une

grande varieté de lY-Iflphocytes B produisant des anticorps à spéciiicités

différen tes peut donc être produite, ceci c1iIflinuant statistiquement la

probabilité d'obtenir des lymphocytes dirigés contre la Iflolecule désirée.

D'autre part, les homologies structurales existantes entre les üllIflunoglobulines

expliqueraient egalelnent le phénomene observé lors du test du sérum.

En eItet, puisque sept acides aminés semblent sufiisants pour déclencher une

réponse immune, celle-ci peut s'effectuer contre différentes parties de la molé

cule cl 'imlllunogiobuline. On peut donc obtenir des anticorps dirigés contre des

chaïnes légères ou lourdes en totalité ou en partie, contre des déterIflinants

antigéniques des parties variables ou constantes, contre un épi tope formé de

l'association d'une ou plusieurs des parties éFoquées ci-dessus.

La structure tri-dililensionnelle de la molécule antigénique, le positionnement

des épitopes sont également primordiaux. Au total, de très nombreux anticorps

peuFent être procluits, chacun dirigé contre un site particulier. Il faut ensuite

qu'un maximulll cl'anticorps dirigés contre un enchaineIflent bien spéci.fique de

l'iIflIflunoglobuline désirée fusionnent avec les cellules myelomateuses. Ici éga

lement intervient la stat.istique : plus le nombre de ly'mphocytes correctement

stimulés sera grand, plus on aura de chance de retrouFer une spéci.ficité bien

particulière dans les 11,ybriciOlnes secrétés.
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L·Qlqp.Q._~L';UJUJ!JLlLL2:j};iQJl es t clone iJnportan te, Plusieurs protocol es on tète choisis

au cours des cJ.illerellt:es fusions eflec'i:uees. Certains sont assac'ies a un ajout,t!

l'êuJtisene, d'adjuvants de Freund complet ou incomplet, Le rôle des adjul'an ts

imlliUlütaires est de pennettre une liberaUon progressive de l'antigène et de

provoque] une reaUon inIlamlna toire, amplifiant ainsi la reponse immunitaire,

Cei: elfet ne semblant pas toutefOis alfecter la reponse immune des souris

utilisees, les adjuFanü,,; n'ont pas été toujours utilisés.

ParI..?i les diiferents protocoles mis en oeuvre, l'un, classique, consiste ,,1

injecter ?!:5 PB' d'anti8ène par souris, cl 3 semaines cl 'intervalle, et de faire une

dernlere injection de rappel 3 jours aIrant la fusion.

D'aprE's BORREBAECK C.A. et al. (1989), des immunisations répetées avant la

fusion permettent une prolileration des cellules spleniques, ce qui a ète mise éi

prOfit en utilisant un lot de souris Balb/C immunisées depuis près d'un an. Une

stimulation de l'actiFité immunitaire a éte eflectuèe par des injections

rapprochées de quantitéS superieures d'antigène (1 00jJ8), puis journalières, les

4 jours precedant la fusion. Cette methode a donné de bons résu.ltats avec des

rende ments de clones ~positifs équivalent à ceux des autres fusions. Il semble

qu'un protocole peut ét:re retenu, qui consiste en 3 injections de 25 P8', Le lot

cle souris Biozzi immunisi'::' rapid.ement, à 1 Ci jours d'intervalle, donne égaleJnent

des resultats satisfaisants,

Le rappe.l avant fusion peut, quant à lui, être administlé par vole intraveineuse

trois Jours il l'an t: fUsion. Cette Illan.ipula tion étant techniquemen t délica te, des

in.i(~ctions répétees chaque jour aFant fusion, par Foie in trapéritonéa1e, ont été

1~:jJOisies, et selllblent avoir le mèlIJe effet de stimulation de la multiplication

des lymphocvtes B, ceci en comparaison avec des résultats obtenus par d'autres

cherdleurs du laboratoire.

Bazin et' al. (1988) ont lIJontré que le temps ècoule entre le dernier rappel et la

lusion dicte, en partie, la spec:ificité des anticorps monoclonaux produits et

également le nombre ci 'hybridOlnes secreteurs.

En genera1. Ge type d'immunisation est suffisant chez des souris, pour obtenir

des suspensions cellulaires adéquates pour être fusionnées avec des cellules

myel m71a teuses,
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Un t:i tTe serique de l X lOs, mesure par test: ELiSA est temoin de c-ette

imlllun isation,

Certains auteurs préconisent neanmoins des stratégies visant à développer c'ette

repollse antigenique (Lane et al., 1986). Un antigene peu immunogène peut être

adsorbe sur une lnatrice de nitrocellulose et injecté ainsi à la souris, Des

splénocytes cl 'une souris immunisee peuvent être réinjectés à une autre souris de

même souche, préalablement irradiée par rayons X. Des lymphocytes B de souris

immunisées, peuvent être cu1ti,res quelques jours avant la fusion en présence de

l'agent antigEwique.

[flle autre façon d'augmenter les c:hances d'obtenir des hybridomes désires, est

cl'amé1iorer liL_fe.l:;)]ll1.C1-!J.fL__Q..fL.t.IJ.Q.iQll, Il est connu que le type d'agent .tusagene

utiliSé est un élément déterminant, SuiFant la procédure de HillIrmerling <19(1),

le PEG 4000 ]\'OTH a été ut:ilisé au cours des lnanipuJations. Il est additionne de

DNS'O qui auglnente le rendement de la iusion par lllodification de la structure

melnbranaire (Fazekas de st. Groth et al., 1980)

Les a8ents de fusion créent un changement dans la bicouclJe lipidique de la

membrane plasmique et modifient la tension superlicielle <Lucy J.A., 1970, Oster

G.F. et al., 1989, BURGh'SS S.t!. et al. 1991 J,

Le type de PEG utilisé, sa concentration et son pH dans la solution de fusion

sont des éléments importants. Néanmoins, le PEI] est connu pour sa cytotoxic:ité,

il est donc vital de limiter au minilllum le telnps d'exposition des cellules à ce

fusogène, d'effectuer la manipulation en une minute environ et constamment à

4 "C, <wne R. et al., 1986).

D'autres méthodes sont applicables, dont: la plus ancienne d'apres Kahler et

f1filstein, utilisant le virus de Sendai., mais prDcfi.âbant des hybridomeb moins

stables (fllnter G. et al., 19'-1), l'lus' tarci.> des methodes d'e1ectroiusioD se sont

developpées, mais, leur utilisation est peu fréquente, vraiselnblab1elnent à cause

du coLit de l'équipement.

ADn d'optimiser le rendement de la fusion, il faut mettre en présence une

quantité correcte des deux partenaires de la fusion.
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P.lusieUl,5 rapports ont ete utiliséS durant ce traFail, le meilleur semble être

celui preconise paT p.lusieur-=: auteurs, ciont Kahler et Jlilstein en 19'75, et qLLi

8::A d'une cellule myeloma teuse !Jour 1 (1 cellules spléniques.

Un mitre element de la production d '"~ybridomes est l'utilisation de cellules

nourricières, conseillée par Hammerling (1981), à la conc'entration de 10.1

cellules/Jill. E'n théorie, elles servent à minimiser les effets de cooperation

entre les cellu.les par augmentation de la densité cellulaire <Coller et a1.,

1986) de ces premières étapes de la fusion. Néanmoins, les fusions effectuées

sans cet apport ne montrent pas de diminution Ciu rendement du pourcentage de

croissance cellulaire, ni du pourcentage de puits positifs <Foir les fusions 13,

1:5, 16), D'autre part, l'apport de cellules nourricières augmente les possibilites

de contamination des cultures <Samoilovich S.R. et al., 1987). Un milieu

conditionne, constitué de surnaB'eant de cul ture pourrai t les remplacer, en

apportant aux cellules des facteurs de croissance <Orliir O. et a1., 1988). Un

autre avantage de l'utilisation de ce J)]i1ieu conditionné est de permettre

d'augmenter le laps de teJ)]ps entre cu::!s changements de milieu, les macrophases

peritonéau:,- en culture ayant un metabolisme très éleFé (Newsho11lle P. et al.,

1989).

Le milieu de base des cultures cellulaires doit apporter des sels pour assurer

l'isotonicité, des 01igoé1éJllents, du glucose, des vitamines, les acides aminés

essentiels et des cofacteurs tels le glutathion. Les hormones <insuline) les

facteurs cie croissance, les protéines cie transport <transferrine, albumine), sont

apportés par le sérum de Feau foetal.

Ce sérum, préparé dans les conditions cl 'aseptie les plus complètes, à partir de

sang frais co11ectf! sur des foetus de Feau par ponction cardiaque, est soumis à

des contrôles ci 'identité, de pureté et d'activité.

Neanmoins, avant utilisation, des clonages de cellules :::'-:IY'/O sont effectués en

présence de plusieurs lots de sérum et celui où la croissance cellulaire est

maximale est choisi. Le sérum correspondant est alors chauffé à 56 oc pendant 30

min, et filtré pE..r passage sur membrane stéri1isan te de ).lm (jIfilex,

Sartori us) . Il faut toutefois noter que certains auteurs décrivent une

augIllentation de la croissance cellulaire d 'hybridomes en milieu supplémenté en

SVF, mais avec une tendance à la baisse de la production en anticorps.
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En dernier lieu, le milieL' est aciditionne de L-81utamine, L~ompose instable, et

d'antibiotiques limitant les risques d'in1ection,

Après la fusion proprement: cii t'9, intervient la repartit.lon des cellules dans les

plaques de culture,

11 est lOB-ique de penser qu'un nombre de plaques élevé permettra un pre-clonage

par une distribution physique deE:; hybridOlues, De plus, l'utilisation de plaques

de culture de 96 puit,s au lieu de 24, multiplie cette répartition et diminue le

laps de temps nécessaire avant le preJnier test de détection, En effet, le milieu

de culture, llloins grand dans des puits de faible contenance, aura plus

rapidement une concentration en anticorps suiiisante pour pratiquer un test,

Obtenir et maintenir la monoclonalitè d'un hybridome secréteur est 1 'objectit

desiré, Pour y parvenir, une méthode adoptée par la majorité des laboratoires,

est celle de hLJii..lJJl.iJ:2JL._.liJJL:Lt~, Une méthode de clonage en milieu semi-solide

d'Agarose a egalement éte décrite (Kennet R.H., 1982), mais des cellules adaptées

à un 11lilieu liquide ne se multiplient pas de façon optimale dans de l'agar.

La population cellulaire resultant d'une fusion est hétérogène: elle contient

des hetérocaryons qui pourront devenir des hybridomes, des lympllOcytes et des

cellules mye10mateuses qui seront peu à peu éliminés par un processus de mort

naturelle pour les uns, par la selection HAT pour les autres,

Neanmoins, chaque hybridome n'est malheureusement pas un clone secréteur, et

encore IJluins un clone secréteur d'anticorps de spécificité voulue, L'application

de la méthode de dilution limite suivant une équation binominale de probabilite

d'une loi de Poisson (Coller H.A. et al., 1986), permet de sélectionner en trois

clonages ou plus l'hybridOlue desiré,

L'évaluation d'un clonage se fait dans un premier teJilpS par l'estimation du

nombre cie puits ne contenant qu'une colonie cellulaire, Ce nombre doit être

environ de 30;;~, Ensuite, par la méthode de test choisi, les capacités

secrèto_ires de ces cellules son t testées, et celles intéressant le manipulateur

sont alors clonées encore deux fois, Un clonage est sensé être terminé lorsque

tous les puits présentant une croissance cellulaire secrètent des anticorps de

même spécificité et de même affinité,
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Le:' clone ainsi selectionne est alors culUFe plusieurs semaines, voire plusieurs

m()is al in de tester sa~,tabilite genetique. Parlois, il peut être supplanté par

la cruissanc:e superieure d 'hy'bridomes ayant perdu leur propriété sec:retoire.

La methode de dilution limite est alors SOUFent efficace afin de restaurer sa

stabilite. C'ette méthode a ete appliquee plusieurs fois au cours de ce travail,

notaIIJment pour les clones Al à A18,. JO il N12, G4 IX, G4 111. Seuls A10, NB, 44

IX ont pu étre recuperés ainsi. L'instabilité génétique est l'explication la plus

SouFent avancée pour ce phénomène. En effet, l'11'ybride secréteur doit être

port,eur des gènes du l.ymphocy-te B permettant la synthèse des chai'nes légères et

lourde,-=-, des anticorps. L'e,ypression génétique est modulée par des mécanismes de

rèpression/dérepression clu DNA.

Des eléments de regulation ne8'ative peuvent inactiver, dans les hybrides,

l'actiFateur de transcription des chalnes lourdes. Tripputi et al., (1988)

avancent l'hypothèse d'un élélnent appelé "silencer" qui réprimerait, par une

régulation négaUve en cis, le promoteur ciu gène de l'hormone de croissance de

cellules de IIJamllliières hybridees. Kii.hler et Xilstein (1975) sugsèrent un

mécanisme cl'extinction de gènes par perte genétique, pour aboutir, suiFant .La

lignée Inyelomateuse choisie, à un nombre de chromosomes par cellule supérieur à

celui de chaque parent, Illats inferieur à la somllle des deux.

Cette metlwde de clonage a donc un interêt dans la culture il long terme des

1J.ybridOlllL"!S. Dès qu'une perte sensible de production d'anticorps est détectée, il

Iaut recourir à cies dilutions limites.

La culture à long terme etant nécessaire pour tester la stabilité d'un clone, des

conclit.ions de culture regulières sont primordiales. Tout stress par manque de

nutriIllents, par \lariation de pH ou de température doit être é\lité aux cellules

qui y sont très sensibles. Les changeJnents de milieu doivent donc être

réguliers, les puits arriFés à confluence doiFent être repiqués. De mauvaises

conditions de culture peuvent expliquer la perte de certains hybridomes.
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Inyco,Dlaslfliquecc;, Elles peLlITent.: se ~)rDdu_irlé) ma18re toutes les precaution:=: et

,-.la Une IJlethode jJOW- es.::=:al'er

milieu neuf contenan t an ti bioUq ue:::; : [.)Unlc·111ine, stre,DtoIllycine et f'IT!::'n tuellemen t.

amphc.ltt.'rlcineB entre 2 il 20 P8-'ml!; puis Zl les remettre en culture avec' du

milieu contenant du S'VF (8ingh G. et al., 1988.l. Carrol K. et al. (1987)

5u/5/5'érent d'épurer les cellules inlectees par deE. mycoplasllJes par fabrication

Li 'a~'5cite chez de:3 souris pri:stanisees pendant une Cjuinzaine de jours, avant de

les reJJJettre en culture dans des ccmcliUon:",. d'asepUe. Ce protocole n'a pas eté

t.e::..:.;(.'" ici .. mais merite cl 'être siSlJale, Les fusions perdues au cours Lie ce travail

ont eteinle,~·tees de façon llla::::,E.iF8, les rares clones Tt?cupéres ayant perdu leur

capacité.' secretDire.

AprèS avoir lllis en oeUFre toute,:::. les c-onditic)])s pour obtenir des bybridollles, il

ta ut ciJoisir j"i[L~__.lJL~~t1J_(:Lç1_f;: S:!JLJLi21f;;Sc:,tiQn vi}lable pour lIlener j bien les clonages,

J-'lusieurs qual1tes sont. necessaires à ce test .' il doit tout: cl 'abord être fiable

et sensible, il cloit être rapid",-' pour tester au plus Ilite les innombrables

cellules produites par certaine:",. lus_ions, e'tl-e reproductible, et éFidelllment, pour

des que:'>Uons econollliques, peu codteu}(. Il doit enfin permettre de distinguer

les faux posUits produits par des anticorps anti '-idiotype, Pour celà, l'antigène

servan t: au tC':Jt doit imperativelllent être diiièrent de celui ayant servi j

l'iJfllllUnis<IUon.

L'e.yisl.ence, dans notre laboratoire, d'une importante "proteinothèque" d'illllllunu--

globulines lWIllaines })uriiiees et caracterisées, nOLIs a orienté dans un premier

temps.. Fers UlJe lJlétJJOde COUrc.lnte de c1t?tectiolJ d'hybridomes spécifiques, Nous

avons choisi l'EnzYIlle LinAed l1J1JllUnu-(30rbent---Assa:I, communélllent appelé E,L,I,8.!l.

Par la suite, en collaboration avec le Laboratoire des Sta11ergènes, une méthode

cie dot:--bindin,';;; illlllluno--assay a èt.? llli,'3e au point et certains h.ybridollles ont pu

ainsi étre testés de deux lllan i ères. C:es deux techniques présentent l'avantage

d'être de realisation rapide <4i3 h ou 24 h; et reproductible, Elles perlllettent

donc cie tester chaque clone pOuFant être intéressant:.
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sur cie mDnipulation, la specj1jCJ~te la sensibilite cleia

detection. Dans un pn,,'lnier t21llJ-)S, la ':'peciti,~'ite de ces tests a ete verit.iee,

Comme 11 l'a ete d~'crit dans le c1wpltre "j/fatériels et Xéthodes", la specificite

du test: fLJ::':A Q eté contrôlée par incubation cl'anti-18'GJ et d'anti-IgG4 sur des

plaques revêtues de divers IgIJ3 et l[sU4, celles'-ci servant de témoin pO:3itiI.

Les temoins negD.tits etaient constitutes cl 'immunog lobulines des .J autres

iE;ot:ypes (l;gGi, 19G.?, 19G4 pour 1 'anti -18Uj) et cl 'lgA. La ditierence de DO

<toujours superieure au double Cie la DO du T-) atteste bien de la specificite de

la reponse. Néanmoins, des variations e);-i,,~tent entre diverses immunoglobulines

cl 'UWO' lnCiJJh" sous-classe, temoins de la diftérence de sen.,::~ibili té et d'a l'idité des

anUCOIps <EiFel P. et al., 198'7),

CeU.e seIJsibili te a eCe veril iée par incubation de :3 dilutions diiIerentes

d'an ti ' 18U3 sur des plaques revêtues a vec des quant.ités cl i iièren t.es cl 'an tigeIJe

<200, 10U et ~~O ng par puits). La reponse optimale est obtenue av-ec le

rev-êteJnent de 200 n,'j, quelque soit 1,'1 dilution d 'anti- ~'5(;3. Néanmoins, par souci

d'(:'cOnoJJJie, le reFêtement de 50 n/;, donnant par ailleurs des résultats 10rt

convenables (c!lflélence de DO entre Ti et: [- ,. 0.9 en v-a1eur absolue), a ete

choi:ë:;i. IJ3 revêtelnent permf.ot. de détecter 0,9 ,.iJ8/ml d'Ac, ce qui est très

inlerieur aux quantités contenues dan:~; les surnz.;?;eant:s de culture,

Des ,,::'xperiences SillJilaires, lIiené""s en Zlu8inentant de ::: heures à une nuit, le

u,'mp:s ci 'incubation de l'anU"I8'G3, 11JOntrent une augmentation du bruit de fond,

Cel ui"ci peut être dü à des in téractions aspéciIiques, al'ec des !YDtélnes

contenues clans le 111iliou de cul ture, deE" in téractions dlies aux lJOmulop;i es

structurales existante.'s entIe les divers isotypes ,j'IgG.

Ce;::. in'teract:ions nloléC'ulaires peUlrent potentialiser une réponse ou vice-versa la

diJninuer.
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pour llllnlJIliser; d futl1iser" clu

,-ournageant cellulaire dilue :cw 1~1elIll. Les laibles quanUtes de surnageant

rt.'coll:ee,,,,.~.ur les plaquE's de cul ture,. ]Jou,,=; ont impose ces dilutions, souFen't: de

maniere plus lorte (jusqu'à 1/1:"1 X 10 "), Les reponses ainsi obtenues

t:1adui:o;ent le:5 ILYédions speClliques antigène/anticorps et ont penIlis d'ut:iliser

une stratégie particulière de clon815e.

Dalls un premier temps, les clones sont testés sur un isotype correspondant à la

spécilicité rec:herchee (ex. 1,'{G'4 pour des clones anti'-lgG'4). Cette première

\,erilication permet de selectionner les c:ellules sec:retrices. Dans un deux1èlIle

temps, le ]:Jremier clonage etant arriFe a con1luence, une dilution du surna8eant

cellulaire permet de le tes ter sur Ch'-lCJ ue J.'sotype et sur des Ig11 et IgA. Ainsi

peuvent (,;tre sélectic.iDnl~i:=. le:,,; eventuels hybridomes secreteurs ci 'anticorps lIJOnO-

specifiques.

Les dilutions du surnageant permettent egalement de l/erif1er la specificite de

l'anticorps secIeté, éliminant donc le,s in télacUons chies a des

structurales. Finaleillent, dans une culture él long terme, une courbe de dilution

presentant une clwte brutale de la reponse specifique. laissera presumer ci 'une

bais:=.;e d'activite dOe Cl un des phenomenes él'oques precedemlIlent, et conduire a

ellectuer des clonages sucx,:essil,-o, a1 in de restaurer cette activite et de

conserver le clone cellulaire.

Neanmoins, ces tests SilIJul tanes sur une serie d'immunoglobulines représen ten t un

travélil fastidieux, renouvelé constamlIlent sur de nombreux puits. Au cours de ce

travail, a cionc: éU.! testé un palliatif pennettant d'accélérer ce processus cie

détection. Un melan8-e syn thétiq ue d' 1;')G'4, en quantites eHales, a éte rev-êtu sur

cies plaques servant de plaques positives. Un autre mélange, contenant cette fois

de:'.,; 1901. 19G'2, IgG3, 1811 et IgA, a eté utilisé pour les plaques negatiFes. Les

diltérents clonage:,::. ont ain:3i été teE,tes. A l'étape finale, les clones

sélecUoDnl'Js ont été Ferities=.ur chaque rev-êtement utilisé pur. Des erreurs ont
1

ainsi éte détectées, des clones supposes être anti- IgG4 montraient une

specifiei te pour les ItIG1. Les molecules d 'IgN presentan t un encOlllbreJnent:

st:erique supérieur ont pu, par cOlIlpél:ition au moment de la fixation sur le

poIyst'yTène, monopoliser la surt'ace disponible et créer ainsi les faux positifs.

Ceci montre enc:ore, la neces~'3ite d'utiliser des puits non reFétus, ou revêtus,

mais incubes avec du milieu de culture neuf comme 'i:élIJoin négatif.
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Dans ce t.e.~~t jmlllUnC}enzymatique, l'iJnticorpE, 8;3t toujours appliqué en solution,

tDnc!i;é~ 'lIW::1 l'anUsene est: iJnmobilise :",I..ir une .'surlac·e solide,

La c:hlmle c!ela fixation est: evidemment: ci 'une importance considérable, et les

resu1tats obtenu:"" aFec un anticorps ne peuFent en aucun cas, donner lieu à une

ex·trapolatioIJ pour les autres Ueii'eris et aJ., 1985), La quônUtè de matériel

Iixe a la sUTlai~:'e de la 1_--11a que Cfe lnicroU tration dépend il la lois des

la sur lace e'/' de 1 'antigene .'301ubilise, Les plaques de'"

po1ysLyren8 e (: de chlorure cie F!olYFiny1 son t les plus repancfues, Une qua1i te

essen tic: 1h' Je l'antig0'lw 1ixe, e::.t de Gon.-=,erv·er son actlvite, La façon dont cet

an ti8éne seZixe a la :=,urlac..? est :"ource d'erreurs ,j·jns 1'ELIS'il, pouvant Farier

d'une proportion cfe 1 (i à lu (FlelllIIling J.o. et al., 1987), Certain"" auteurs

conseillent de (-.'revc'niJ ceL artfc'fact., en saturant au préalable la surIace de

po1.)i,'3t,vTene par un Ii1m hydroF'JJi1e de B,,~:,A, Œ'apadea C. et aL, 1985),

L'adsorption au po1.'/5('Vrene peut lJlCJd l1ier 1Cl structure antigenique ci 'un epi tope,

ce qui est: encore plu.,::; /fênant lorsque la molécule rixee est un anticor,os mono-'

clcma1, En el1et, la clil'ersIt.,? des antic'Orps po1yc1onaux pennet statistiquement

d'obtcnlT cie:ëj epitopes correctement pD~:c;itionnes (Hussain R. et al., 1986), Les

changf.'lllcn't:=; structurau.Y intervenant au cours de cette adsorption, peu>'ent

occasionrll,,:'r diIlérentes tonnes cie pre-csentat.icm cl 'un ép.itope, et même reFéler des

epitopes qui 1l 'etaient paspresenl::s sur la mo1ecule natiFe et lnodit.ier ainsi

l'aiiinitt:' de.':.; IL':aUons antiE:el1es~ewticorps <Schats A. et al., 1988),

POUl i11usuaUon., on peut t.'11vi:=;ager que les residus glutaInine 272 et 1,,/&ine

;:,''74, é:,;PtX:i1iéjUeS des isotypes ~'5Gl, puissent, par leur Flrm::imité et leur

expO.'o..:ition, contribuer <1 la tormaUon d'un site antiB'énique, Une étude fait.e par

JetIeris R. <1986), lllontre que deu,y anticorps lnonoclonaux reconnaissant des

epit.opes distinc.:ts du domaine CÎ.'2 des IF/il, réagissent en fait, diIférelnment

suivzmt le protocole cl 'immobilisation des 18'C1,
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liu '~()urs d':'J ..=, dillt.~r(::-·ntes 111anipulations el1ec:tUt!es 1 j1 peur- t:,)tre oi),~,erve que,.

..rnal/5r(~} un rr:Fêtelnent: similaire à c'i?lui des' autre.;:, souE,--classes ci !l/J'G} les'

courbe.:=-: de reac-:tivite obtenue::; avec le:3 lp;G2 :~~[)nt toUjOJ...rTS les' plu.:3 bas'.5e.s. Il

SE!mC!le alor:::.:; éV1dent que 1 'etape ,~Ie reFétement a, le:1,1 une iIllportance

Of' la capacite antig(~'nique. D'aprf's Jefi'eris N., les Ig(~'2 sont faiblelnent:

/:)nU,rrenlque..s et l'imlllobilisation reduit fortement l'expres.sion ,:tes epitopes.

Les lilolecule,'c; ô 'lgG3, quant il ,'}11es, beneficient cl 'une particularite struct:urale

LIan.,:,.la rerS'ion c::harnière : une suc:ceEsion de o:~: aC1(1es clllllnes, riche en cysU'lne

prO)lne. l,('lte ion ',/(Ji t 1 'aCCE'.sSl bi11 te aux anticorps

j /'-:. j.,~,'A portent c,,".:.'.''', epitopes'Our chaqut:' domainc.] cYL (;8'2 et C~·3. Essa'yè3 avec

une variete de protocD1es d'adsor!.lUol1, la majorite montre une bonne stabilite

COnICJrllla t:ionnel1e,

(eUe ètude de JelIeris R. montre que l,=, type d'immobilisation utilise est

essentiel li l'e"Yf.!IEssion de3 resultats, J1 sUZ;[3'ere d'etfec:tuer une carte

epit:opique et: ainsi, de determiner le f'TDtocDlc adapte. Il est: (Ionc important, :si

l'on veut cHIe rigoureux, cl 'uti li3er les anticorps monoclonaux produits par une

1usion aFec le même t8:st que c'elui qui a :::.:.ervi Z, leur de tcc' t:.Î on ,

Alin d'f.1ùugir ces possibilites, Ù:,'S anti-lgG et anti-chalne legère lambcla

procluits au tout début de (>?s trav<'wx,. ont ete e8'alement testes par dot'-binding

imlI1UDOassay. Le processus d, 'adsorption est en elfet different, bien que la

techTuque sui t analogue. L'lmmobillsaUon au polY:3tyrène se fait 8Tâce a des

interactions ioniques, alors que les interactions de type lJyclrophobe sont

1TI(ljorHaire:'-~ dans une immobilisat:.Îon a la nitrocellulose <Brennand D .Jf. et al.,

1986) ,

Les rE.'.=:;ul ta L:. obtenus par comparaison des deux méthodes sont, en majorit:è,

seJJJblables : (j ?6, (; 110 et C 173 sont des anti' IgG. G 12E5 et G bi:?; 12'7 restent

anti .. lambda dans les deux cas, méme Sl UIle, sur le mélange commercial d 'IgC,

S'lC, la répcm:se est assez lorte. E'll,? peut s'expliquer par la nature même de ce

Illt?lan{;-G,
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'/ i.' ,1. 191j. alore::, qu'on le

carx:terJE:f:" COII1lne etant un anU-lgi.i par ELiSA.

11 1aut garder a l'espr.it, UJJe di11erence notable dans les deux procedes, outre

le mode d'.ill]]nobilisation. En etlet, l'anticorps c:ouplt9 j la péroxydase est, dans

le cas du dot-'iJIIJJluIJo-binding assay, un anti·- 19Ci (j{ -f L) et dans le cas de

l'ELlS'A, un an i:i«~g'G + IgH) Off Li 1.

Ceci peut expliquer les variations existant entre les réponses, Fariations qui ..

lJèanmoin.~:, s'attenuent au cours des dilutions ciu surnD,/S'eant de c'u1ture, Haw.k:es R.

et al. <19{!2) c:onsiderent que le dot'imlntWo-bindin8 assaypossède l'avanta8e cie

vi,:;ualiser de:':; spots eDloreE. sur un fond de nitrocellulose qu.i doit toujours

re::.;ter blanc, et que ceci iw/Smente son pouFoir discrilninatoire. En fait, les

I:èlncins pasi Ufs et néga t.il",: utilises pOLT j'ELI5'A et l'utilisaUon d'un lecteur

autC!llldtiqU2, perlnet:tent egal,='ment une illterprèt[;tion aisée des résultats, ce'~l

dalE, .la 1iJnite de bonnes conditiuJ1.:3 experimenta1es :

"30luUon de revela tion au bon pH pour pennettre l'apparition d'une co1o-

ration,

bonne quan t:i te d'IL·O;· pour pennettre une acU vi te enzVIIla tique optilIla1e

saIls auglIlent:f:'l' le bruit cie fond,

tempE d'incubation cie 1 'en Zl/lIle .Qlarquee strictement limité à 1 heure

La legC're augmentation cie bruit ch.' fond obtenue lors d'une incubation cl 'une nuit

<1 4'C des anticorps present.",; dans les .surnageants c'el1ulaires ou les ascites, ne

donne pas une interprE'tation ü:wssee des resultats. Elle a, d'autre paTt,

l'avantDge cie perJIJet:t:re un etDlement: des etapes du tréwail lors cie grandes

séries cie cietecUon.

Les cleu.\" InéUJOdes semblent donc équivalentes en qualit:é cie l'interprétation des

u::'sult:a/:s, 1311 ÙKilité de Inibe en oeuvre et en reproductibilité. L'intérêt d'une

uUl.isation e11 parallèle cieE. deux Inétlwcles pour la détection des clones

secrl?teUr'3 est:, néanmoins, É"lident.

FinG1t'lI18nt:, les résultats obtenus par ELISA permettant cie décrire plusieurs

clones "i spécificité chaine 10urâe gamma : c'e sont les clones G 39. G 76.3, G

223, GH 1:73.1 et G 110,3 et G 4,10. Néamnoins, G 76.3, G 223, Ci 11'3.1 et G 110,3

repondent posItivement il des titres peu eleFés à certains Ig}[ et a 1 'lgA J'RD.
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La J..ltllT-ete cl [:\5' [J.nti,lJ;~ne:=, .pouvan C etre 1l11'=.-;e en cau,=:;e t L-.-eu.\---·ci onL etçJ verilies par

immunoelec:troplwrf:.'se, L 'lSN BUN et ]'lB"A lAD revèÙ",nt eliecUvement des traces

d '18{.]' qui peuvent explicluer C(-'S reactions. Le titre peu e1evè auquel les Tf'c!ponses

sont ot)tenues, pewvent laisser f'eliser à de,,,; rèi.K,ticms non speciliques, ,s'ur la

LYF=;e de leur stabilité au cour:=. des cycles de congelation et de deconp;è1aticm,

et cie leur reacUvite elevee, G 76,1" c' 76,3. (; 110,3 et G 2~',3 ont subi des

tests plus pOUSSf~S,

A u}) titre de 10, donc' une dilution au 1/1U, leur réponse e-',,:.t negative Fis Ci Fis

des 18.1 et des l;~;}f, Ils ont ete LesteE, sur deE; ira8menr.c; d'anticorps obtenus

pal clt.'gradation enzymatique, Jous sont: negatifs vis a vis des fragments Fab

~ssus ci 'lg(;1 <1 chaine legère lEHnbcla ou lwppa, et \1i,,; a vis de pep F'c: REN, Par

contre, ils presentent UIJe forte rt:action poé'.itive pour les ffagments Fc -t F'C

13ER, qui sont COIJJposro'.s; des c!ollwinc=':,,; COJJ:3tant',,; cr2 et Cr3 des chai'nes lourcies

cieE~ (JG,

Pep F'c: REN ]] 'eE;t cOlnpose que du c10lnaine CT}, On peut donc affiner la

speclficite cie c-es anticorp:=::; et [."e1L-;er que CE' sont des anti--chaines lourdes

gamme, dirigée::::; specitiquement contre des '"'-'pitope,':,: du 110maine CT2,

Une prelniere ciAractèrisat:ion cie G 125 et Cb 127 sur la batterie d'ant:i,,,)ène est

COlJlirmée pour une étude affinée sur des fragnlents, Ci 125 est en ellet négatif

aFee de", tragll1ents Fc: F'C Der et le Fab SOD issu d'une lifCi1 de chaine lè8ere

lWPJJel, Il e.s,t aussi négatif avec une clwine 1egere Bence Jones Kappa, Par contre,

une leponse pc)::::;Hil'E' est ObSeTliee avec une c:lwfne légère lambda VOR et le

frasment; FaL> GEN issu d'une 1/;G1 de chalne légère lambda, G 125 est donc bien

une anti-chaine légère lwnbda, li bis 127, quant à lui, est positif avec le Fab

GEN, et Fc -f F'C BEA', Il necessiterait, donc une Inolécule native entière pour

exprimer saspéciiici té, En eIfet, il Iaut ima8-iner que la c:omp1e.yité structurale

des molecu1es cl 'immunoglobulines Inet en jeu cIes mécanismes non enc'Ore e1uciclèS

pour le processus cIe reconnaissance cIe l'antigène ou l'expression des propriètes

biologiques, tels que la stabilisation conlc7rmationne11e cIDe aux structures

inter-domaines (résidus gluc:idiques, ponts c1isulfure) , la flexibilité de la

région charnière, ou encore des c:ooperatiFités al10steriques Olinlrelhake J.,

1978) ,
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[fEJU)( ,Jnti--i:?!~]4 ont c:t(? /1)r-oCluit:::. au cours dl? ;-i:) traFD,11, ;/rai.::;einbl.::..1blelllr..?I1t, 1~:o

,_~icJ1je ci -1111 i.dait contalnine pJT un iwtre ,:IC!ne Ch? E.peciiiclte iSN qui l'aurait

.~;l.ipplanU:' par untè CIDis'3ance suptC'Tieure, Les clonage:::.; par ciilutlon liIJzite Il '[)nt

ThE,. penviE, de recuperer une specilici te an tf"1,g(j'4, Une autre alternative a ce

phénOIvène pourrait être un phenomene d'instiJb.i1ite 8enetique, Clui; par mutation

ciL! DNA, expliquerai·t la mod.iIicatioIl de Ù'!. spec;ificite du clone,

Le clone ci 4 IX, quant d lui.. etait bien cle ""7Jéciticite [wLi IgG4, Les reE;u1t:ats

ne montrent jaInai::=; de reponse TJOsitlve éi j'ltsG4 FLN Ct), 1.1 li a certainement un

proL:oJeme ci 'adsorption de cette l/5C au po1.ystyrène. Nalheureusemen t, ce clone

presente une reactil'it.è di:?c1J:nanle, que seuls des clonages repétes pCJurraient

pc'rmettre cie --=;tabili.c:.ro![,

Parmi .i'?::3 nombreux clones ant:i" fgA prrJduit5, un seul possede les Cjuo3.liU>:;

essentielles d'un bon clone ; ê,ecrer:ion cAabl":J et dir1iT,ée uniquement contre les

19i1, Le:~; autres clone.s, au CCiurs cIC];':::; c-:yc:le:=., (1e c1èc'onrf,:::latioD J l-)el~dent leur

activit:e ou acquleren[. une specilicite i,'sN, Le même problelne est rencontre ~l\Tec

les clone:,' anti--lgfif. 11 des titres ,::deve",; (640{).I, i1::=. répondent positivement aux

19A, qui f.;ont, il faut le remD.rquer, tous de c1Jzune légère kappa; ainsi que la

protèlne iJnlnunisâI1t:e (fgfif LA TJ.

S'eul N8 prtc"'",ente LiDe E;ecrétion à caractère monospr9cifique, 11 a neanmoins ete

in.':~tabl'3, prol:..olème qui il él:è detecte par des courbes de dilution du surnageant:,

qui ont mont.re une perte de la re,]cUvite.

Des reclonages par dilution lilnite end. perlnis de recupèrer une bonne acl:iFite

anti- !'f}f.

Panni les nOll1breux clones anti"l,gD produits, on ne détecte pas de problèllle de

:5 ta bili te, Tous son t mono:3péciliq Lk':"j,

Le.,; repon.se:::i négal:ives obtenues a \Te,.:; l'I8D LAN révèlent un problèlIi8

ci 'adSDrf)t.1oD, pui::;que du serum de souris iInmunisèe par l'lgD S'AL ne Illet en

eviciencC' 'i'u'un8 réjxlJJse affaiblie, Une mauvaise adsorption ou un masquage de

l'épHope e)(plique ce plJénOmène.
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(l'~-L ,L'),;;;..{;,!t,'{r~.;.:, blle ",.e lal t ;oar la technique cl 'Ciuch terlolJ1/, La predominance

cl 'anticorps de '~hlE;se ISe;) est 1CJFJ'ique, vu la composition en anticorps du SÉ'TLim

cl,? souri;'c;. Le lait que tous le,e:, anU'l,')D soient cie cla.C5se IBN s'explique fort

quanl:ites d 'a 11 Ugène) et. l'zige des ;=;ouri.·,=-.

Finalement, l'uti1ic=.atiolJ de ces anticorps pour c1il'ers tests, nec:es:::,ite une

production 1JIlportante. Celle-ci peut iitre realisee in l'itTo, par des ext:ensions

successive;:::; ou in FiFO en ascite.

jusqu'a10ntseLe::;, (;lKt.fln~;j,Qj).2__ ,Lt~~2 __,__~ÙJJlf.'-·'.i__r;·~r;;;jlu ÙÜLf2i:;;·

l'utili.'::.ation de 11acons de 75 cm',

(,)ue1que1ois, elles posent de,",; prot'leme:.:, techniques. Les cellules translerées dans

c:e.":: con tenan 1,.,c, plL6 8T3nds, ",:emblent avoir duc::; dil1ic:ul tes a arriver a

con11uence. De plus, la production en zmticorps peut stagner. NealJJnoins, ces

diflicultès T8bolues, la proltuction c',·st autour de 14 PB/JIll pour les anti--lgG,

antl-lgA et anti'-lgN. fIle peut s't,lever à 80 pg/ml pour les anti,-IgD. (es

valeurs sont contormes à celles de la lil:terature qui sont comprises entre 1 à

100 pg/ml sU,lvant les souclles cellulaires.

Le pabsage [) FJD.ncle éc:lJelle ne se fait généralement: pas ci l'échelle clu

laboratoire et nécessite ci 'approfonclir les condi tions de cul ture tant au poin t

de vue du type de reacteur choisi que de la C01Ilposition du JIlilieu de culture. En

laboratoire, une methode productiFe est celle des ascites. Elles ont été

r~?r::~lis-ee.s- éJ.'i/ec ÔGS s-our1.-=:; de lnême e:~}}ece que celle:=.; imIllunisees POUT" la l~usion

cellulaire, CE'tte technique a permis une production comprise entre 0,5 et 4

lfls/jnl, alors ''1'ue la littérature parle de 2 [) 4 mg'/l,

La pllâse terlUinDle de c:es opérations est ,)9..,_,J21jrLLÙ;,-g~j"QJJ_".lif}sJliLtiCQLP,S clu

surnageant de cult.ure ou du liquide ascitique. L'utilisation de prot:éine A est

courtunment décrite et a éte utilisee avec succès pOLir les ~'5Gl et ~I5G2b, La

veritication de ,/ 'activite des prcs cl 'élution sur différents anticorps et l'é1ec

tTophorèse gel DDE: ont permis de "er11ier qu'un seul cycle c1Jromatographique

était sDuv-ent suffisant. Une élution séquentielle par v-ariat:ion de pH permet:

cl 'obtenir des isotype.c::, séparés.



131

TUen que ia protellJ8 !J soit dél~Iite pour la purificaUon des I,q!1 de souris

(]lfariani ./tf., 1989), la chromato8Taphù=par Con A-8epharose cl ete choisie et

donne de bcms resul tats,'5ans etiectuer.. au prealable, de precipitation c~u

sullate â'alIlmoniw11 (Séné C. et al., 1985>.

Les an ticorrx,,; é!.in:.:.;i purifH3sson t conserves pàr congélation de petits

échantillons aiin de li111iter des cycles de congelation-décongelation qui

risqueraient d'abi'mer les 1f101ecules. iJazen H. et al., 1988, preconisent l'addition

de cation.",; ciivalents qui exerceraient une cryoprotection.

DeFant les mul t:iples paramE'tres

in teresE:[U! t ci 'en visager

,oouvant affecter le rendement d'une fusion, il

quels sont les points susceptibles d'être

facilement améliorés.

Nombreux sont les points ciifiicileL'lCnt contrôlables .'

L'etat: cle cytoclifIerencù.Jtion cles lymphocytes B est important, il est

variable en fonction de 1 'lige de la souris, du 1Jlode d'inoculation de l'aw

tigéne et: de la quantité injectée, de l'utilisation d'un adjuvant immuni

taire,

Le nombre de lymphocytes possédant l'equipement génétique conduisant à la

production des ,?pitopes des anticorps recherches est aleatoire, mais à l'e'-

vidence, il d.irige la réussite d'une fusion, Face il ces variables, il est

important de choisir une strat:e8ie de travail donnant toutes les c:lJance.,,:'

de réussi te d'une fusion.

L'immunisation peut être plus selective qu'elle ne l'est, par l'utilisation

cf 'immunoglobulines hU1Jlaines puriJiees, En ellet, la détermination d'une c:arte

èpHopique pennet cl 'envisager différents sites il111Jlunogenes (Lorenzo F. et al.,

1988). L'injection d'un polypeptide synthetique et spécifique d'une sous-classe

donnée, eventuellement si tel est le but recherché, spec;ifique d'un marqueur

allotypique, permettrait de minilJliser les réponses dûes ci des réactions

croisees, ci des immunisations contre des sites non specifiques.

On c:olJsidére actuelle1Jlent qu'une protel-ne est immunogène, ci partir cl 'un poids

moléculairE' de 5 000 daltons. Un determinant antigénique de 4 à 7 amino--aGides

C()uplé il UIJe lJlo_lecule porteuse formerait un site antigénique comportant au
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mais C-'C}ll teus'E', et necessite une eeucl.e

ar-'prDli~'j)die Ut" la relation exi",(:ant ,,-'nerf} .la E,,:oqueD'.::e alllinu· Dc.zde desormais

LDnnue, de chaque cla;:,se et .50u,,::,-,:lasE,e Ll'jJ]1111Un081obulJne et la conforlilation

SpD Ci.J1e cie la JJJo1,~cu1e qui detenfline tina1C'111ent l'antigen.icité de ·te1 ou tel

tu;:,,:::,. L'enloui'3SeJllent cl 'un site ant.igenique ou au contraire son expo'3ition

cioit ,,'tr,:' connue afin de deterllliner son an ti,genici te, La détermination de

;:::,equences Sj'écifiques td inlm unotr,:!.ln es se réFe1e étre de1icate à cause de la fort.e

lJ011101c~"fie structurale des sous'c1Qsses 1/'1,0', Elle peut néamlloins affiner la

tec'lJDique d'immunisat:ioll,

Lé) c.ulture cellulaire doit ëtre rea1isee clans les conciUons les plus; constantes

pussibles, Il a éte Illont:Te que le principal ap;ent limitant la prolilération

cellulaire est la 8'lutamine, imillediate1ll8nt'3uivie par les amillo'-acides et le

slucose <Duval D. et {,Il" 1988J, La secrt!tion d'IgG' peut en ët:re dépendante et

varier ainsi de 4 Li ~i :'-oi5.

La. cul ture en fllasse de cf:Jll ules s"(}lecL ionnee:3 en vue d'une praduc-tiOll jmpor"tan te

ci 'ilTJll1UllO/S.1obulines est optimisable par diiferents paramètres, Des hybridomes

cultives en milieu contenant; clu S'(lP peuvent. lTlontrer une baisE:;e de productivit:e

<Schneider Y.J" 1989), Une solution e:c;t ci 'adapter progressiveIllent ces cellu1e..c3 a

une L~u1ture sans ,5'VF, eV['l1tue11elllelH il un milieu défini, L'utilisation cle

procede:",; cIe cul ture en ba tCJl , en semi-continu ou en continu .• est e{~ialement un

liloyen c/'au81IJenter cette productivité, Necelilment, un proced2 en batch utilisant

uJJe ,3epa1'a tion entre c1wmbre de culture et 1'e<=;e1'l'oir à nutrililents, a penIli:::;

d'oblenir ullesecretion d'Ige, 2U rois superieure a celle obtenue par des

cellule::; à conf lucnce dans des flacons conventionnels CVogler E.A., 1989),

La c01l8'elation des c'lones il diverses étapes cles manipu1at.ions est une

jJrccc1ution nécessaire afin de limiter les pertes par mort cellulaire, Elle peut

f., 'eflectuer comrentionnelleJTIEmt dans du 8VF additionné de 51~ de DN80, ou

directement par plaques de 96 puit.:s (f1eLls D.E. et al., 1986), Effectuée de façon

precoce, elle peut être un lTIoyen de sé1ec·tion des cellules, En effet, des

problêmes existent quelquefois à la déconge1ation, m) toutes les lignées

cellulâires ne repoussen t pas, ,':",'eu1s les cellules résistant il la c-ongélation

seront récupérée.",,;, et UIle fois clonées, elles ne présenteront plus de problème
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Le test ELISA et ses variantes <méthodes radio--immunologiques, immuno-

fluorescence) est l'un des plus courants pour la détection de la production

d 'llybridomes spécifiques.

Comme il est très improbable d'obtenir des immunoglobulines puriJiées a 100;(;,

un palliatif peut être envisagé par test ELISA en méthode sandwich (AlfaX.J.

and al., 1987).

Les plaques de P01}ièthylène sont revêtues avec un anti-immunoglobuline du

commerce, les sites aspécifique:;;; avec de la B S A. L'immunoglobuline choisie est

alor-=; Incubee et se 1ixe sjN(;iJiquement sur les anti-immunoglobulines.

Le sUTlJa8"ean t de culture es t ensuite ajouté, après un lavage des plaques, et

revele par la met.hode d'incubation avec un conjugué anti-igG <L + H) couplé il la

peroxydase et un substrat classique (oPD ou l'NB),

Schéma d'un HLISA sandwich possible pour la détection d'anti-IgG4

(eUe méthode peut ëtre envisagée, mais une utilisation en parallèle d'une

deu;·delne méthode de détec.·t1on est souhaitable.

La C)/tometrie de ilux est un processus élégant de sélection et de clonage

d 'llybridomes spécitïques. GnJ.ce à une sonde fluorescente correspondant a
l'antigene cont.re lequel est dirigé l'anticorps recherché, on peut séparer une a
une les cellules. Néanmoins se posent deux problèmes.
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L(} .premif;}r-, t~~)I:...'hn.ique, lU~y_'(?·:;.~,ite un et:lui.pelnent totalement s"ti::'Y'ile permettant la

réutilisation Iles cellules ain",i ",.electionnees, le deuxieme tfjeorique, est encore

une liAs cil,; aux Jlümolo/,,;ies :",tructura.le,=; exL3tant entre les divers isotypes, La

reu,s.sl1:e ele la metJJOde '3tant liee ,tl l'antig(?ne, celui-'ci doit être specifique et

ne pa'-:; presenter d'homologie aFec le:::; autre,-~ sous--c1asses, Une autre application

de cette technique, est le sui vi de la popula tion d'hybridomes,

>4u C(Jurs des cycles de culture, une population de ce1.lules hY'pochromosomiques,

au contenu en Dl/A déclinant, est le signe d'une perte gènetique et est souvent

aSSDclf.'e [) la ITiaè.lilité cellulaire ou a une perte de la capacité secretoire <Eyl

V.et 0.1., 1988), Une deuxième aJllelioration peut être appliquée entin au procedè

de purification des anticorps, necessaire quel que soit leur lllode de production,

Les chrOlnatographies cl'aflinite utilisees peuvent être remplacées par une

t:echnique c!'il11JJ1Uno"'afiinlte J'lus'":'r'f~;ci1ique, Il suffirait de c:oupler a la matrice

actiFEeJe 'par du 8'lutara1dellyde ou du broJJ1ure de cyanogène l'imJJ1unog1obu.l1ne

llUmDine deE,irée, Cette technique permet trait cl 'i:=:;018r des populations cl 'anticorps

dont. tOlite~; le:'.; IDoleculE's sont dir igees contre l'iJJ11llUno8lobuline rec:1Jercllèe.

En gui ,'.:.;e de conc1 u:ê:.;ion , le tableau XXVIII reSUllle les conditions optimales

c!eternlinees par les résul ta ts obt.enus au cours des ditIéren tes fusions et des

suggestions cl 'améliorations permettant cl 'optimiser les étapes du tr3\1ail,
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TABLEAU XXVIII
OPTIXISATION PROPOSEE DE LA XETHODE DE TRAVAIL

hmunlsatlons

Di st nbut il)n
(les cellules

Conditions optimales

25 ~g en 4 injections par
litre tous les 10 JOIHS
F'uis, tOI1S les Jours pen,jant
3 Jours avant fusion

naxlmale, dans des plaques
,je % pUitS

Améliorations envisageables

- fra'~ments d' 19
- enchaînements synthétiques d'acides

alilnés
- état d~ tolérance VIS à

;lS des autres sous-classes

Apport Sp2/0/1yrn- 1/10
phoC\ltes

Culture

Extension

Test ,jétectlon

Congélation ,jes
lllmunog1obu li nes

F'EG + 0i'1S0
4'C, 1 min 30 au llaXlIlUI

Réguliél'e HAT 1 KT 1 SVF

ASCItes
Flacons 7S Cli/

f'r,)téine A
Concanavallne A

ELISA
dot-bindlng-Irnffiuno-assay

Aliquots

Adaptation des cellules à un
Milleu définI sans SVF

Rollers, batch, senH-Contlnu,.,.

Immuno-adsorbant

ELISA méthode sand~ich en
parallèle avec une autre ~éthode

Cryoprotecteur
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